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AVANT-PROPOS 


Une étude pluridisciplinaire est toujours une entreprise délicate. 

Le premier écueil à résoudre est de pouvoir réunir divers spécialistes 

acceptant de travailler ensemble pour aborder une problématique complexe. 

La deuxième difficulté, et non des moindres, est de trouver des moyens 

financiers pour subvenir aux besoins de ce projet. Une fois ce second 

problème résolu (ou tout le moins en partie), un laps de temps assez 

long s'est écoulé et les divers partenaires motivés, actifs se sont par

fois engagés sur d'autres axes de recherche et font alors défect:on. Une 

nouvelle prospection et de nouvelles recrues sont alors envisagées pour 

combler les départs. 

Le travail scientifique propement dit peut alors commencer, mais les 

soucis du responsable scientifique ne sont nullement atténués. Il doit 

maintenant coordonner l'ensemble des recherches qui selon les disciplines 

avancent suivant des rythmes variés, il doit s'initier au langage ésotéri 

que ou jargon de ces diverses disciplines et il doit réorienter les axes de 

recherche selon les dernières publications scientifiques et selon les 

résultats des divers membres de l'équipe. 

Quand arrive la fin du contrat qui a permis de financer - totalement 

mais plus souvent en partie - le projet, c'est l'heure du bilan et du rap

port. Bien sûr tout n'est pas parfait. Bien sûr tout n'est pas fini. Bien 

sûr certains aspects n'ont pu être abordé faute de temps et/ou de moyens. 

Dans le cas présent, nous pensons sincérement que le bilan est positif. 

Il suffit de lire l'annexe l qui rassemble les publications afférentes, tota

lement ou en partie. au contrat. Et d'autres sont actuellement en préparation. 

Le présent rapport n'est signé que par les divers responsables de th~mes 

mais le nombre réel de chercheurs ayant travaillé sur ce sujet est nettement 

plus important. La liste des chercheurs et des laboratoires ayant collaboré 

figure en annexe II. Ils trouveront une plus juste récompense dans la signa

ture des diverses publications. 

D'autres personnes ont collaboré plus ou moins directement à ce travail 

et elles doivent en être vivement remerciées. C'est en particulier le person

nel technique des divers laboratoires ainsi que les ostréiculteurs profession

nels et notamment M. Pélot~ et le personnel de son établissement) qui ont eu 

la gentillesse et la patience de nous accueillir. Nous tenons aussi à y asso

cier Mme Racineux qui a réalisé la frappe de ce rapport. 

AMIARD J. -c. 
Responsable scientifique 
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INTRODUCTION 

Il est généralement reconnu que les organismes filtreurs 
(Huîtres - Moules) présentent une grande capacité de rétention pour 
divers polluants, de sorte qu'ils sont souvent utilisés comme indi
cateurs biologiques pour le contrôle de la qualité des eaux marines 
(N.A.S. 1980). De nombreuses données sont donc disponibles sur les 
teneurs en métaux dans les Mollusques filtreurs pour la plupart des 
zones côtières mondiales. En France, des controles sont effectués 
sur les Huîtres et les Moules par l'IFREMER (Boutier, 1982 ; Porot, 
1984). Cependant, ces données acquises dans un but de protection 
sanitaire ne permettent pas de définir les mécanismes responsables 
de l'accumulation biologique des métaux ni surtout l'importance 
respective des sources variées de pollution métallique auxquelles 
sont exposés les Mollusques filtreurs, conditions indispensables 
pour contrôler et réduire une contamination éventuelle. Les vecteurs 
possibles du transfert des oligo-éléments métalliques entre le 
milieu marin et ces organismes sont les suivants: la phase soluble 
( < 0,45 fm) comprenant les métaux sous forme ionique ou sous forme 
de complexes organiques, la phase particulaire comprenant particules 
inertes (sédiment) et vivantes (phytoplancton, microphytobenthos, 
Bactéries). 

Il est maintenant bien établi que l'accumulation des métaux 
par les organismes marins est largement influencée par la forme chimique 
sous laqueile ils sont présents dans le milieu. Ainsi. diverses substances 
complexantes diminuent l'accumulation de cadmium par Semibalanus balanoides 

(Rainbow et al., 1980) ou, au contraire, l'augmentent chez Mytilus edulis 

(George et Coombs, 1977). 

Les bactéries peuvent, dans une certaine mesure, être assimilées 
à des agents complexants ou des ligands organiques. De nombreuses bactéries 
sont en effet capables d'accumuler les métaux, à des taux parfois consi
dérables (jusqu'à plus de 20 %de leur poids sec pour le cadmium par 
exemple). Ces bactéries peuvent en outre modifier la forme chimique de 
ces métaux et libérer des formes alkylées (Jensen et Jernelov, 1969 ; 
Gavis et Fergusson. 1972 ; ... ) plus dangereuses car plus assimilables 
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pour les animaux. Certains travaux ont clairement établi le rôle sy 
gique de la microflore bactérienne lors de l'accumulation d'ions mé 

ques (mercure et cadmium) par certains invertébrés marins (Sayler e al., 
1975 ; Flatau et Gauthier, 1983). Il parait donc important d'évalue le 

comportewent des bactéries hétérotrophes vis-a-vis des métaux dans les 
biotopes où se développent les lamellibranches, qui se nourrissent 
essentiellement de micro-organismes. 

L'étude de la bioaccumulation nécessite l'emploi de tech
niques nombreuses et complémentaires, qui vont du dosage des métaux 

dans l'organisme total, jusqu'à l'identification, au niveau des 
cellules de tous les tissus, des concentrations métalliques et des 
combinaisons chimiques dans lesquelles sont engagés les éléments. 

La complexité de ce genre d'études explique que ces multiples aspec s 
de la bioaccumulation métallique n'aient été envisagés que dans un 
nombre restreint de travaux: accumulation du cadmium par 1 'Huître 

(Martoja et Martin, 1985 ; Jeantet et al., 1985) ; stockage par la 
Moule de constituants d'effluents industriels (résidu de fabricatio 
de l'oxyde de titane, Martoja et al., 1985 ; phosphogypse, Martin 

et al., 1985). 

A l'origine de ce travail, nous pensions approfondir le 
problème de la bioaccumulation préférentielle du zinc chez l'Huître 
Mais en cours d'étude, la publication de nombreux travaux de l'écol 
écossaise concernant le métabolisme du zinc intracellulaire chez 
1'Huître (George et al .. , 1982 : George et Frazier, 1982 ; Pirie e 
al. , 1984 ; Thomson et al . , 1985) nous a contraint à reviser le 

choix des polluants étudiés et à retenir le cuivre et le plomb. 

En ce qui concerne le cuivre, les données obtenues sur les 
Bivalves sont fraQmentaires mais très importantes, puisqu'il est 
démontré que .}~tiluB edulis réagit à la contamination en synthétis nt 
une protéine de comp1exation du métal, de type métal1othionéine, et 
que le système lysosoma1 des cellules digestives concentre cette 
protéine (Viarengo et al., 1981, 1985). Dans le cas de l 'Huître, de 
amoebocytes assurent la régulation des teneurs en métal de l'organi me 
(George et al., 1978). Pour le plomb, 1 'Huître supporte bien l 'into ;
cation et concentre le métal (Zaroogian et al., 1979), mais les org nes 
d1accumulation demeurent inconnus, alors que chez la Moule, c'est 
dans la lame basale des branchies que précipite un carbonate mixte e 
Ca et Pb (Marshall et Talbot, 1979). 

, ';1 1 1 1 OH, , !; 1 , ~ <I,~ ., 1 ;" Il, . l ' 
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Nos connaissances sur la bioaccumulation du cuivre et du plomb 
dans les tissus mous des Bivalves et en particulier de 1 'Huître sont 
donc très incomplètes. Il faut ajouter que toutes les études ont été 
réalisées par exposition des MOllusques aux formes dissoutes des métaux, 
de sorte que les effets d'une contamination par la nourriture restent à 

déterminer. Or, contrairement à une conception classique, l'assimilation 
des métaux par la voie alimentaire est, chez certains organismes aqua
tiques, insignifiante en comparaison de 111 'effet de bain ll (Bouquegneau 
et Noël-Lambot, 1977) ; il importe donc de déterminer si cette donnée 
originale, relative aux Poissons, peut être étendue aux Mollusques. 

Si techniquement il est difficile de séparer dans une étude 
in situ les différentes sources de contamination, 1 1 étude expérimentale 
en laboratoire permet d'étudier individuellement l'impact de chacun 
dieux. Par contre, le milieu expérimental consti~ue un modèle très 
simplifié du milieu naturel et il est donc indispensable de slappuyer 

sur des mesures in situ. C1est pourquoi nous avons mené la présente 
étude à différents niveaux d'intégration : parc ostreicole en milieu 
ouvert, claires ostréicoles correspondant à un milieu semi-ouvert, 
milieu expérimental. 
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CHAPITRE l 

ETUDES IN SITU 

1.1. FACTEURS BIOLOGIQUES ET ECOLOGIQUES CONTROLANT LE NIVEAU D'ELEMENTS 

TRACES 	 (Cd, Pb, Cu, Zn) CHEZ LES MOULES ET LES BUITRES DE LA BAIE 

DE BOURGNEUF. 

De travaux antérieurs (Amiard et ,al •. , 1982 ; Amiard-Triquet 
et al., 1983), il ressort que la Baie de Bourgneuf, zone vouée prin
cipalement a la conchyliculture et aux activités balnéaires, est peu 
polluée par les métaux. Dans la présente étude, nous avons recherché 
si ces conclusions se vérifiaient chez les Mollusques filtreurs et, 
si tel était le cas, quelles étaient les sources de fluctuations natu
relles des concentrations métalliques observées chez ces organismes, 

1.1.1. MATERIEL ET METHODES 

Des huîtres et des moules ont été sélectionnées en fonction 
de leur âge et/ou de leur taille et les groupes ainsi formés (Tabl. 1) 
ont été placés dans des poches de grillage plastique arrimées sur des 
tables selon les méthodes usuelles de la conchyliculture. De Mars 1982 
à Mai 1984, elles ont été maintenues sur un parc de l'île Bergère en 
Baie de Bourgneuf. Chaque mois étaient prélevés dix individus de chaque 
groupe de moules et d'huîtres, de l'eau de mer et du seston qui sont 
les sources de métaux pour ces Mollusques filtreurs dans l'environnement. 

CN"so.ttNa g1.gaa- .... -Croup. A GroUp. 8 Croup. A Croup. B - Croup. C 

(3 .a +) (3 au ) (1 .) 

l'oid. a.c initial 
moy.n individuel ~r~ o,ml 

0,994 1 0,253 1 0,129 1 

l'rElivementa .ff.ctuEa Branchia. Ka... bat.. (lIAut••u 
(pour chaqu. Iroup.) + palp•• labiaux viacErale muscle., louad.s) 

//!\"

Par~tre. dit.rminE. Poids Cd 	 Pb Cu Zn 
(pour chaqu. prEllve ••c·~ 
....nt) conceutration. 

PiriodicitE d•• priliv...ut. : menau.ll. 

duri. d. l'Etude : 27 moi. (Kara 1982-Kai 1984) 

Tableau l Récapitulation des données disponibles. 

http:menau.ll
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Ces échantillons étaient rapidement ramenés au laboratoire où 
l'eau de mer était filtrée à 0,4 ~m, acidifiée et stockée à 1 'obscu ité 
à 4°C. Les Mollusques étaient placés pendant 36 h. dans de 1 leau de mer 
artificielle afin qu'ils éliminent leur contenu digestif. Les fèces 
étaient alors collectées. Pour chaque groupe de Mollusques, trois g~oupes 
d'organes étaient isolés par dissection (Tabl. 1) et réunis en pool. 
Les échantillons solides étaient séchés à poids constant à l'étuve 
(80°C) puis pulvérisés. 

Pour 1leau de mer, les tissus des moules, le seston et les fèces, 
les analyses étaient effectuées selon la technique de Boiteau et Mé ayer 
(1978) adaptée aux échantillons d'origine marine (Amiard et al. , 982). 

Pour les tissus des huftres, les rapports des concentrati(ns 
entre les différents métaux rendaient difficile 1'utilisation de cEtte 
méthode. En conséquence, les échantillons (trois fractions aliquotEs 
de 100 mg) ont été partiellement minéralisés avec de 1 'acide nitricue 
concentré à 90°C pendant une heure puis la solution a été diluée a ec 
de l'eau déminéralisée. Les concentrations métalliques ont été détEr
minées dans cette solution acide par spectrophotométrie d'absorpti(n 
atomique utilisant 11 effet Zeeman pour la correction du bruit de fend. 
La validité de cette méthode a été testée à 1 laide d'échantillons 
standards (Tabl. II). 

r-------------------~----------r---------,_--------_;-------+-, 

ZincCuivreCadmium Plomb 

Huîtres SRM 1566 
+

3,5 : 0,4 852 - 14 

valeurs obtenues au labo

ratoire 

~ avec extraction ~ la 

0,48 + - 0,04 63,0 + - 3,5valeurs certifiées 

869 : 90o 47: 0 09 59,0 + - 7,63,6 + - 0,6 .' ,
dithizone 


~ sans extraction 
 73 j -: 863,4 : 1,00,48 + - 0,043,6 + - 0,1 

HéEatoEancréas de 


homard TORT 1 


valeurs certifiées 26,3 + - 2,1 10,4 + - 2,0 439 : 22 
 177 : 10 

valeurs obtenues au 1abo- 27,8 : 1,5 12,0 + - 1,7 43.+ : 13 148 -: 2 

ratoire 
~ 

Tableau II : 	 Concentrations métalliques dans le matériel standard 

(moyennes en pg/g de tissus secs, affectées de l'inter 

valle de confiance à 95 %). 
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I.1.2. RESULTATS ET DISCUSSION 

I.1.2.1. Variations saisonnières 

Chez M. edulis, les concentrations de Cd, Cu et Zn dans l'en
semble des tissus mous présentent un pic en hiver et au printemps (Fig. 1). 
Chez C. gigasla période de forte concentration correspond à un plateau 
qui s'étend de la fin de l'été au printemps (Fig. 2). 

Pour le plomb, les variations saisonnières potentielles sont 
masquées par des fluctuations aléatoires dont les plus importantes ont 
été observées en Août 1982 (Tabl. III et IV). En conséquence, nous avons 
analysé nos résultats en utilisant la méthode de décomposition des 
séries pluriannuelles recommandée par Ibanez (1983, 1984). Les courbes 
qui en résultent (Fig. 3) montrent une certaine similarité avec les 
autres métaux: chez la Moule, les valeurs maximales, très variables 
d'une année à l 1 autre sont observées en hiver et au printemps; chez 
l'Huître, 1 'amplitude des variations est faible mais une décroissance 
des concentrations est cependant repérable à la fin du printemps, 
aboutissant à des valeurs minimales au début de l'été. 

l 
) 
l _f_ MouIe 

___ _ 

........_.... Eau 
:... 

A_ Huitre -'" ~ 5 

't
CI) 

J 3 

i 
s 

i 
.~ 

1ca 

p A H0 Printemps Eté Automne Hiver E 
1982 --------·...""1i:------1983 ------....-:;~r---1984-t 

Figure 3 Evolution au cours du temps des valeurs estimées des concentrations 

en plomb dans l'eau, les moules et les hU1tres (données brutes 

d'Août 1982 éliminées). 
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Il'eal CroupI d'or.an. 10c d'huître. Concentration moyenne Valeur. extrêmes 

(âgl) 


Cd Bronchi.. - A (3 -) 	 2,19 - 4,643'25]palpee B (3 -) 4,03 2,59 - 5,94 

C (1 -) 3,28 1,82 - 5,75 


Ha••• vile'rel. A ES 6,00 4,04 - 9,94
q
B 3,00 - 7,30 
C ES 2,17 - 8,02::~~ J

I ••c•• 	 A 1,02 - 3,191,91}
B 1,70 0,79 - 3,83 
C 2,20 0,97 - S,OS 

1,36 - 48,18 _ 

palp.. 1 


Pb Branchi•• + A 
l,IR - 2057,04 

C 2,20 - 147,51
lia... viaclral. A 
 1,75 - 105,35

1 1,70 - 89,16" 
C 0,30 - 22,30

R..e.. A 
 0,46 - 27,68
B 0,30 - 22,30> 
C 0,19 - 5,83> 

IrallChi.. + A 492,8] 343,6 - 638,9 

palp.. 1 ES 315,3 ES 183,1 - 4BI,I 


C ES 1 [ 
237,0 • 104,8 - 426,7 


lia... viadral. 	 A 79,0 - 423,5 

1 LES U:::~] KS 57,3 - 509,1 

C 115 r- 164,4 40,R - 403,6 

A I__- ES [1ge,3] NS 76,0 - 309,2 
1 174,3 60,2 - 438,5 
C 159,7 55,8 - 318,5 

Iranchi.. + A 3005,5] 1804,3 - 4670,8 

[
palp•• 1 5 3551,7 ES 2201,4 - 5386,6 


C ES 2430,3 1257,2 - 4623,8 

1912,9] HS
lia••• viadral. 	 A [ 648,5 - 4047,5 


1 ES 2306,9 745,3 - 5787,3
[
C ES 1541,5 473,2 - 3665,7 


Reac•• A [ 1800,4] 735,7 - 2833,4 

1 ES 1754,0 NS 674,3 - 3706,4
[
C 1227,2 498,2 - 2547,0 

• val.u.. d'aoGe 82 Iliaina.. + vll.url IcctinCe. In août 82 

115 dUfar•.c. non li,niUcaciv. liS difflrence hautemene .i&nific.tiVe~ test t pour 

5 diff'r.nc••i,nificaeiv. ES difflrinci extrêmement li&nifica- variahll!l 

t ive aflflari rel 


TABLEAU III - Organotropisme des métaux chez C. gigas. Valeurs 
-}

exprimées en mg.kg sec. 

Il'eal 	 Croup. cl 'Of.IU Loc d. _ul.. Concentration moyenna V.l.un axerim•• 

Cd 	 Iranchil. + A 0,50 - 1,71[0,94]
Palp•• 	 1 0,37 - 1,60

["» ]lia... viadral. A 5 rl,03 ES 0,41 - 2,14 

1 [ 0,86 0,45 - 1,73 


Reac.. A ES [1,27] 0,73 - 2,IB 

1 0,96 0,55 - 1,94 

Pb 	 Branchi•• + A 1,03 - 224,07' 

Palp.. 1 1,41 - 33,88>


115 _é;::lJ
lia••• viadral. 	 A 1,64 

1 [::~~: KS 1,06 - I~: :~~: 
Reac.. 	 A 3,05 ] 1,31 - 13,77

1 2,84- 1,14 - 21,64

Cu 	 Branchi•• + A 3,32 - Il,60 

Palp.. 1 S,53 3,70 - 9,57 


Ma••• vi.clral. 	 A ES 9,46 NS 5,50 - 24,22 

1 8,74 4,82 - 13,68 


I ••e•• 	 A ES 5,16 3,89 - 6,94 

1 5,34 3,55 - 6,85 


f'J 
ZD 	 Ir.nchi•• + A 46,8 - 94,5 


Palp.. 1 73,7 38,3 - 158,4 


H•••• vi.clral. 	 A NS 72,0 33,7 - 99,7
Ils1 72,0 28,3 - 111,9C']

Il.t•• 	 A NS 76,7 46,2 - 110,4 

1 78,6 39,9 - 129,7 


•valaur. d'aoQe 82 'Uaina•• +valeurl atteinte. In août 82 

115 dUfir.nc. non .isnificaeiv. HS diff6renci hautement lignificativi Just t pour 

S dlff'r.ncl Ii,nificaciv. ES difflrlnce extrÎmement sisnificati- variables 

VI arp.lri ~es 


TABLEAU IV - Organotropisme des métaux chez 	M. edu lis. Valeurs 
-}

exprimées en mg.kg sec. 

'1 , ., 	 1111, ,l', ,'.' 11 ,j. .'~~" l' ,1 l, 1 1 ., 1 1 	 l 1., l ' 

http:dUfir.nc
http:diff'r.nc
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Des variations saisonnières similaires avaient été observées 
chez diverses espèces de Mollusaues filtreurs : Pecten maximus, 
Chlamys operaularis, M. edulis, M. galloprovinaialis, M. californianus, 

C. gigas, C. virginica (Bryan, 1973 ; Frazier, 1975 ; Phillips, 1976 

Majori et al. , 1978 ; Boyden et Phillips, 1981 ; Ritz et al. , 
1982 ; Farrington et a1. , 1983 •.. ). Les nombreuses hypothèses avancées 
pour expliquer ce phénomène ont été résumées par Lewis et Cave (1982). 

Hypoth~se A : Les variations observées chez les organismes sont la 
conséquence d'un changement saisonnier des sources environnementales 
de métaux. 

Nous avons recherché les corrélations éventuelles entre les 
concentrations méta11iques dans 1es deux Mo11usques filtreurs et dans 
l'eau de mer fi1trée et le seston qui sont des sources de métaux de 
ces organismes dans l'environnement. Pour Cd et Cu aucune corrélation 
significative n'est relevée. Pour Pb une corrélation significativement 
positive (P <0,05) est observée entre 1es concentrations dans l'eau 
fi1trée et 1es organismes. E1le traduit 1a diminution de 1a concen
tration de plomb au cours de l'étude, les moyennes pour la première 
et la seconde année de suivi décroissant de 0,64 à 0,37 P9.l-1 pour 
l'eau, de 4,25 à 2,79 mg.kg-1 pour les moules, les différences étant 
significatives (P <0,001). Pour les huîtres, bien que les données 
estimées (Fig. 3) ne fassent pas apparaître une tendance nette, les 
valeurs minimales observées décroissent de 2,86 en 1982 à 0,62 mg.,kg-1 

en 1983. Pour le zinc, une corrélation négative significative (P <0,05) 
est observée entre le seston et les huîtres. Elle s'explique par le 
fait que, tandis que les teneurs dans le ses ton restent sensiblement 

+ -1constantes au cours du temps (29,2 - 7,4 mg.kg , l'intervalle de 
confiance étant étab1 i avec une probabilité de 99 %), 1es concentra
tions dans les huîtres augmentent pour les trois groupes A, B, C, 
(Fig. 2). 

L'hypothèse A ne paraît donc pas vérifiée dans 1e cas de 
1a Moule et de 11 Huître en Baie de Bourgneuf. 

Hypothèse B : A l'accroissement printanier de la nourriture phyto
p1anctonique disponible correspond une augmentation de l'activité 
bio1ogique (Fig. 4). Les métabo1ites induits par cette productivité 
accrue disposent d'un pouvoir de comp1exation des métaux conduisant 



" 
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à un changement saisonnier de leur biodisponibilité qui serait à 

l'origine des fluctuations des concentrations métalliques dans les 
organismes. Cette hypothèse n'a pas été testée dans le cadre de la 
présente étude. 

Hypothèse C : L'augmentation printanière de l'activité biologique 
(Fig. 4) entraîne un accroissement de la bioaccumulation. Cette 
hypothèse est en contradiction tant avec les observations que nous 
avons effectuées sur 1 'Huître et la Moule qu'avec les données de la 
littérature concernant d'autres espèces qui indiquent généralement 
des valeurs maximales en période froide. 

Hypothèse D : L'augmentation printanière de l'activité biologique 
(Fig. 4) entraîne un accroissement de l'élimination. Chez 1 'Huître 
et la Moule, le seul mode d'élimination que nous avons étudié est 
l'excrétion faecale. L'élimination des quatre métaux via les fèces 
ne présente pas de fluctuations saisonnières. Si un enrichissement 
des fèces par rapport au seston est observé dans de nombreux cas 
(Tabl. V), 	 il ne s'agit pas d'un phénomène saisonnier. 

DEVELOPPEMENT PRINTANIER DU PHYTOPLANCTON 

.cc~oi.sement da 

la temp.rature 

""'i"~ 
nourriture disponible métabolites 

''''l~'''i''
l'activlt6 biologique 	 des m6taux 

accroissemant de croisssnce et accroissement de '''i."i" ....leur biodisponibilit'
la biosccumulation maturation sexuelle l'Elimination 

accrois.ement de la accroissement des 

! 
Figure 4 	 Causes hypothétiques des fluctuations saisonnières 

des concentrations métalliques observées chez les 

organismes vivants. 

,,," .1 
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Cadmium Plomb Cuivre Zinc 

Moyenne 0, JI 25,36 5,49 87,SI 
Valeurs limites 0,04 - 0,33 12,43 - 47,22 2,55 - 30,S9 65,75 - 148,95 

Fèces des moule. ! Moyenne 0,31 59,39 30,38 119,54

!....!!ll Valeurs limites 0,09 - 1,39 25,32 - 144,S2 6,02 - 124,50 59,40 - 323,10 

Fèces de. huître. : Moyenne 0,30 33,IS'" 23,39 109,80'"'" 
A. B et C Valeurs limi tes 0.08 - 3,26 14,40 - 144,00 4.60 - 75,00 54,50 - 208,30 

• différence significative 

,.. différence hautement significative J avec le seston pour le même mital (test t) 

KRK différence extrêmement significative 
.. 

valeur atteinte i la suite de la pollution d'aoGt 82. 

TABLEAU V - Comparaison des concentrations en ~l~ments métalliques 
-)

(mg. kg sec) dans le ses ton et dans les fèces des 

Mollusques filtreurs (tous lots confondus). 

Hypothèse E : Certains auteurs ont avancé l 1 hypothèse que les varia
tions saisonnières des concentrations métalliques pourraient être 
expliquées par les fluctuations de poids (Bryan, 1973 ; Phillips, 
1976 Majori et al., 1978 ; Boyden et Phillips, 1981 ; Ritz et 
al. ,1982 Farrington et al., 1983). 

,D'après les figures 1 et 2, il est évident que les concen
trations métalliques les plus faibles dans les huîtres et les moules 
correspondent aux poids secs les plus élevés. 

Effectivement, le poids des tissus et les concentrations 
des quatre métaux présentent généralement, à l'exception de Cu 
chez la Moule, des corrélations significativement négatives (P <0,01) 
dans les restes des animaux appartenant aux deux espèces de filtreurs. 
Ces restes comprennent les gonades et les poids les plus élevés corres
pondent à la maturité sexuelle. Celle-ci est plus étalée au cours du 
temps chez la Moule que chez l'Huître, ce qui explique que les 

concentrations métalliques les plus élevées correspondent à un pic 
pour la première espèce et à un plateau pour la seconde. Cependant, . 
le développement des gonades nlest pas le seul phénomène explicatif 
des variations saisonnières observées puisque des corrélations signi
ficativement négatives sont également établies entre le poids et les 
concentrations des métaux (à l'exception du plomb chez la Moule) dans 
la masse viscérale de la Moule et l 'Huître, occasionnellement des 
branchies. 

La présente étude, menée sur des populations contrôlées de 
M. edulis et C. gigas avec des prélèvements fréquents pendant plus 
de deux cycles annuels vérifie donc statistiquement 1 1 hypothèse E. 
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I.1.2.2. Influence du poids et de l'~ge : 

Les concentrations métalliques dans les tissus mous des 
différents groupes de moules et d'huîtres ont été comparées à l'aid 
du test t adapté aux paires de variables. 

Au début de l'étude, les moules du groupe A étaient presqu 
deux fois plus fortes que les moules B en ce qui concerne le poids ec 
des tissus mous (Tabl. 1), mais à partir de 11 automne 1983, les dif é
rences entre les deux groupes ne sont plus significatives. Sur lien 
semble de la période d'étude, les concentrations de cadmium dans le 
moules A sont significativement (P <0,001) plus élevées que dans 1 s 
moules B, aucune différence significative n'apparaissant pour les a tres 
métaux. 

Chez les huîtres, au début de l'étude les groupes A, B et 
étaient très distincts en fonction du poids sec des tissus mous (T 1. 1) 
puis ces différences se sont atténuées pour s'annuler dès la fin d l'été 
1983 (Fig. 2). Rappelons de plus que les groupes A et B (3 ans au ~but 

de l'expérience) se distinguent par l'âge du groupe C (1 an). Aucu 
différence nlest observée entre les concentrations de cadmium (Fig. 2) 
et de plomb dans les groupes A, B et C. Pour le cuivre, le groupe 
présente des concentrations significativement plus élevées (P <0, 01) 
que les deux autres groupes (Fig. 2). Pour le zinc, les groupes A t B 
présentent des concentrations plus élevées (P <0,001) que le grou e C 
(Fig. 2). Il semble donc que pour le cuivre le facteur principal 

influençant la bioaccumulation soit le poids tandis que pour le zin , 
l'âge joue un rôle prépondérant. 

Les données de la littérature concernant 1 'influence de l'-ge 
sur la bioaccumulation des métaux sont très contradictoires (Macka 
et al., 1975 ; Boyden, 1977 ; Cossa et al., 1980 ; Boalch et al., 
1981 ; Cooper et al., 1982 ; Thomson, 1982 ; Fischer, 1983 ••. ). Ce 
tient au fait que les auteurs considèrent souvent que le poids de 
ou la taille de la coquille rendent compte de l 'âge de 1 'animal. 0 
la taille de la coquille peut varier selon les caractéristiques du 
milieu (profondeur, agitation, qualité de l'eau et de la nourritur 
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Quant au poids de chair, il varie considérablement au cours du cycle 
sexuel mais aussi selon les individus ainsi qu'en témoignent les diffé
rences que nous avons observées entre les lots A et B des huîtres de 
3 ans. Le poids et l'âge peuvent d'ailleurs exercer leur influence 
de façon indépendante sur la concentration en éléments traces. Le cas 
du zinc et du cuivre chez l'Huître est particulièrement démonstratif 
à cet égard. 

I.1.2.3. Organotropisms 

La répartition des métaux dans les différents groupes d'organes 
est présentée dans les tableaux III et IV. 

Chez M. edulis, les concentrations de Cd et Zn sont très 
similaires dans la masse viscérale, les branchies et palpes labiaux, 
et les restes. Pour le plomb, les concentrations minimales et moyennes 
sont voisines dans tous les groupes d'organes mais chez les animaux 
exposés à une contamination in situ (observée les 4 et 18 Août 1982) 
les concentrations de Pb les plus élevées sont alors rencontrées dans 
les branchies et palpes suivis de la masse viscérale. Le cuivre semble 
s'accumuler préférentiellement dans la masse viscérale, les différences 
observées avec les autres organes étant d'autant plus marquées que le 
niveau général du cuivre dans l'organisme est plus élevé. Chez C. gigas 

les restes présentent toujours les concentrations les plus faibles pour 
les quatre métaux étudiés. 

Pour tous les métaux, on observe des corrélations positives 
et significatives entre tous les groupes d'organes, ce qui traduit 
une évolution assez similaire des concentrations métalliques dans tous 
les tissus mous des deux Mollusques au cours de la période d'étude. 
Cependant, alors que les concentrations métalliques dans les tissus mous 
subissent des variations cycliques liées à la saison, les fluctuations 
observées pour les branchies et les palpes sont généralement plus erra
tiques (exemple: Fig. 5). 
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_+_Branchies +Palpes 

• --.l••_Masse viscérale 

- ..··-Restes 

p 	 p pE A H 	 E A H 

1912 	 1913 

Figure - 5 	 Fluctuations comparées des concentrations moyennes de zin 

dans les différents groupes d'organes des huîtres. 

Ces fluctuations erratiques ainsi que l'accumulation préfé 
tielle du plomb dans les branchies et palpes labiaux au cours de 11 

sode de contamination d'AoOt 1982 illustrent vraisemblablement une 
réaction à court terme des organes externes en contact direct avec 
l'environnement. 

Si les concentrations de cadmium et de plomb sont du même 
de grandeur chez les deux Mollusques, celles de zinc et de 
respectivement 25 et 35 fois plus élevées chez l 'Huître que chez la 
Moule et ceci pour des animaux exposés aux mêmes conditions environ 

en
pi

rdre 
nt 

e
mentales (Tabl. III et IV). Ces différences sont liées aux caractér·s· 
tiques spécifiques des mécanismes de détoxification (Noel-Lambot, 1 76 
George et al. 1978, 1982 George et Frazier, 1982 ; Frazier et eorge, 
1983 ; Pir;e et al. ,1984 Thomson et al. , 1985). 

., 	 .1 t, ., '1 ',..... k' 1 l, I!,",! 1,,1 
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1.2. ETUDE DE LA RESISTANCE AUX METAUX (ZINC ET CADMIUM) DES BACTERIES 

HETEROTROPHES DE L'EAU DU PARC ET DES HUITRES. 

ACCUMULATION DE CES ELEMENTS PAR CES MICRO-ORGANISMES. 

Cette étude comprenait trois volets: 
. - une analyse de la répartition de la résistance au zinc et au 

cadmium dans les populations bactériennes hétérotrophes de l'eau et des 
huîtres du parc ; 

- une étude des relations entre cette résistance aux deux 
métaux, la capacité d'accumulation de ceux-ci et le métabolisme énergé
tique des bactéries ; 

- une évaluation des relations éventuelles entre la résistance 
aux métaux et la résistance aux antibiotiques dans ces populations bacté
riennes. 

Les principaux résultats obtenus au cours de ce travail ont 
fait l'objet de trois publications, l'une effectivement parue dans le 
Journal Canadien de Microbiologie (Septembre 1985), les deux autres en 
cours de soumission. Ces trois textes sont cités dans l'annexe I. 

1.2.1. METHODOLOGIE GENERALE UTILISEE: 

D'un point de vue général, l'étude a été fondée sur l'analyse 
de 453 souches de bacilles à Gram négatif isolés, en nombre à peu près 
équivalent, de l'eau et des huîtres (masse viscérale) du parc ostréicole 
de l'Ile Bergère au cours d'un cycle annuel (Mai 1983 à Mai 1984), à 

raison de 40 souches par mois (20 de l'eau, 20 des huîtres). Afin de 
conserver à ces "échantillons" leur représentativité par rapport aux 
populations bactériennes naturelles, les souches ont été isolées selon 
une technique de prélèvement au hasard (Bianchi et Bianchi, 1983). 

La sensibilité des souches aux métaux a été évaluée grâce à 

deux méthodes: la diffusion en milieu gélosé (antibiogramme) et la 
dilution en milieu solide (mesure des concentrations minimales inhibi
trices, ou CMI), dans deux conditions d'aération: aérobiose et anaéro
biose (atmosphère H2 -C0 2 , procédé GasPak, Mérieux). 
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La sensibilité aux antibiotiques a été étudiée par la techni 

de l'antibiogramme, standardisée selon Chabbert (1963). 

L'accumulation du zinc et du cadmium par les bactéries a été 

analysée ~ l'aide d'un nombre plus restreint de souches (48 pour Cd, 

38 pour Zn) et dans deux conditions : 
- en culture dans un bouillon nutritif (Marine Broth Difco) 

- en suspension non proliférante dans une eau de mer artifi 

cielle, à partir de cultures dans le milieu précédent. 

Dans les deux cas, les métaux ont été ajoutés sous forme 

ionique (chlorure), à la concentration finale de 1 mg/litre. 

Le cadmium a été dosé par voltamétrie de redissolution anodi 

sur les culots cellulaires rincés et lyophilisés, après minéralisation 

en mélange nitro-perchlorique. 

Le zinc a été dosé par spectrophotométrie d'absorption atomi 

aprés minéralisation des culots cellulaires et extraction à la dithizo 

I.3.2.RESULTATS : 

I.2.2.1. 	Répartition de la résistance au zinc et au cadmium dans les 
populations bactériennes hétérotrophes de l'eau et 
(Voir Cano J. Microbiol., Annexe 1). 

Aucune corrélation n'est apparue entre les variations du ta 

de zinc et de cadmium dans le milieu d'origine des souches et celles 
la fréquence des souches résistantes (R) à ces métaux au cours de l'a 
étudiée, ou bien entre les variations annuelles des souches R issues 
l'eau et celles des souches R provenant des huîtres. Par contre, les 
profils de répartition des souches R au cours de l'année étaient très 

ue 

ue 

ue, 

e. 

voisins pour les deux métaux dans les deux milieux, avec un minimum a x 

mois de Décembre et Janvier. 

Bien que les huîtres aient concentré le zinc et le cadmium 

environ 105 fois par rapport à l'eau, le nombre de souches résistante 
était en moyenne, chaque mois, à peu près du même ordre dans ces deux 
milieux, ce qui laisse supposer une certôine relation entre leur.smicr 

qIl 1 1 

x 
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flores bactériennes, tout au moins en ce qui concerne le profil de 
tolérance aux métaux. Il faut par ailleurs souligner le haut degré de 
similitude observée entre la résistance au zinc et la résistance au 
cadmium dans ces populations bactériennes, signe vraisemblable d'une 
grande analogie d'activité des deux éléments au niveau des cellules 
bactériennes. 

1.2.2.2. 	Relations entre le degré de résistance au zinc et au cadmium 
des souches. leur capacité à accumuler ces éléments et leur 
métabolisme respiratoire. (Voir Annexe l, Publ. 6 et 7) : 

L'analyse de la répartition des souches par classes de CMI 
de ces deux métaux et selon le type respiratoire (aérobies strictes ou 
AS, aérobies facultatives ou AF) a mis en évidence une plus grande 
sensibilité des souches AS, indépendamment du milieu d'origine (eau ou 
huîtres). Pour les souches AF, cette résistance a augmenté en anaéro

_4 
biose (test du Chi2 significatif au seuil 10 ). 

Ces observations montrent, avec quelques restrictions dévelop
pées et discutées en Annexe l, qu'il existe chez les bacilles à Gram 
négatif marins (soit plus de 90 %de la flore hétérotrophe de ce milieu) 
un lien de nature métabolique entre la résistance au cadmium et au zinc 
et l'activité respiratoire. Ainsi, les souches AS, dont le métabolisme 
énergétique dépend plus étroitement de la respiration aérobie et des 
phosphorylations oxydatives, étaient les plus sensibles à l'action 
toxique des deux métaux. 

En ce qui concerne l'accumulation du zinc (Publ. 6)· -. 
une relation hautement significative a été mise en évidence entre le 
type respiratoire des 38 souches sélectionnées et leur capacité à 

accumuler le métal : les souches AS ont en moyenne fixé trois fois plus 
de zinc que les souches AF. En outre, les souches sensibles ont accumulé 
environ 2,5 fois plus de métal que les souches R. 

Le cas du cadmium (publ.7) a été étudié plus en détail. 
En premier lieu, l'accumulation de ce métal s'est avérée systématique
ment plus faible en milieu organique (Marine Broth). 
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Par ailleurs, en aérobiose, cette accumulation était plus élevée pour 
les souches AF, aussi bien pour les cultures en milieu organique que 
pour les suspensions non proliférantes. Ces mêmes souches accumulaien 
cependant moins de métal en anaérobiose, indépendamment de leur nivea 
de résistance. Par ailleurs, la quantité de métal accumulée était sig 
ficativement corrélée à la sensibilité des souches: en culture comme 
en suspension non proliférante, la quantité de métal accumulée a décr 
selon la même séquence que pour le zinc: souches sensibles> souches 
tolérantes> souches résistantes. Ceci était particulièrement net dan 
le cas des souches AS, parmi lesquelles les souches sensibles ont 
accumulé plus de métal que les tolérantes et les résistantes. 

Ici encore il y a donc une relation entre les mécanismes qu 

assurent la résistance des bactéries au cadmium. ceux qui gouvernent 
l'accumulation du métal et le métabolisme énergétique. Il est donc en 
définitive probable que, pour la plupart des bactéries marines, la 
fixation du zinc et du cadmium soi t un processus dépendant de 
l'énergie. 

Sur le plan écotoxicologique. les deux faits les plus signi i
catifs sont : 

- l'influence de la matière organique sur l'accumulation du 
cadmium (fait abondamment retrouvé dans la littérature) ; 

- l'évolution de la résistance au zinc et au cadmium, ou de 
la capacité à accumuler ces deux éléments par les bactéries selon le 
degré d'aération du milieu. L'évolution vers l'anaérobiose se traduit 
en effet par la disparition des espèces aérobies strictes au profit d s 
anaérobies facultatives dont le comportement vis-à-vis du cadmium et u 
zinc est différent. Il serait évidemment très intéressant de comparer 
les voies de pénétration des deux métaux dans les cellules dans les 
deux conditions, et surtout d'analyser la forme chimique sous laquell 
ils sont fixés par les bactéries AF en présence ou en l'absence d'oxy 
gène, de manière à connaître l'importance et l'impact du phénomène au 
pla n qua1i ta tif. 
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I.2.2.3. 	Relations entre la résistance aux métaux et la résistance 

aux antibiotiques : 

La résistance aux antibiotiques des bactéries isolées de l'eau du 
parc et de la masse viscérale des huîtres a montré des variations importantes 
au cours de l'année étudiée(Fig.61. Aucune relation significative n'a été 
observée entre les variations de cette résistance et celles des concen
trations en métaux trouvées dans les deux milieux. Aucune corrélation 
n'a également été trouvée entre les variations de la résistance aux 
antibiotiques et celles de la résistance aux métaux cationiques (Hg, Cd, 
Zn, Cu, Pb), également pour les deux milieux (Fig. 7 et Fig. 8). 
L'examen de la répartition annuelle de la polyrésistance des souches 
isolées aux antibiotiques (Fig. 9 ) et aux métaux cationiques (Fig. 10) 

montre même une certaine opposition entre les deux types de résistance 
croisée; on constate en effet que la polyrésistance aux métaux cation;
ques, maximale en Mai et JUin,passait par un minimum au cours des mois 
de Janvier et Février, ce qui était l'inverse pour la polyrésistance aux 
antibiotiques dont le maximum se situait de Janvier à Avril. Cet examen 
global à l'aide d'un "indice moyen de polyrésistance" est évidemment 
relativement grossier et peut cacher un éventuel couplage entre la résis
tance à certains antibiotiques et la résistance à certains métaux. 
Il suggère cependant une dissociation des deux phénomènes dans les popu
lations bactériennes analysées. 

o EAU 	 ® HUITRES 

Fig. 6 • Variations annuelles de la p:::>lyrésistance aux 
antibiotiques (}?énicilline G, cépruoridine, tétracycline, 
bacitracine, colistine, streptomycine, kanamycine, érythro
mycine, spiram:ycine) dans les p:::>pulations bactériennes 
hétérotrophes de l'eau du parc (A) ou des huitres (B). 

http:�tudi�e(Fig.61
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Fig. : - Variations du pourcentage de souches résistantes 
a~x metaux dans la population bactérienne hétérotrophe de 
1 eau du parc au Cours de l'année. 
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Fig. 8 - Variations du pourcentage de souches résistantes 
aux métaux dans la population bactérienne hétérotrophe des 
huîtres (masse viscérale) au cours de l'année. 
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Fig. 9 -Répartition au cours de l'année de la pJlyrésist:a.rl:e 
aux antibiotiques (voir Fig. 6 + chlortêtracycl1ne) chez les 
bactéries provenant de l'eau du parc ou de la masse viscérale 
des huîtres. 
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1.2.2.4. 	Amélioration des tests de sensibilité des bactéries marines aux 

métaux (Zn, Cd) (Publ. 8) 

Il s'agit d'une mise au point technique qui a été rendue 

possible par la comparaison des nombreuses mesures de sensibilité des 
bactéries marines aux deux métaux à l'aide de deux techniques différentes: 
la diffusion et la dilution en milieu solide. 

L'ensemble des tests de sensibilité au cadmium et au zinc effectués 
au cours de ce travail a en effet permis de comparer, pour un nombre 
élevé de souches, les résultats obtenus par la méthode de l'antibiogramme 
et ceux fournis par la technique des dilutions et d'analyser la 
concordance entre les CMI et les zones d'inhibition. Il a ainsi été 
possible de standardiser l'antibiogramme dans le cas précis de l'étude 

de la sensibilité des bactéries marines au cadmium et au zinc. Cette 
étude a montré que le mode de lecture des antibiogrammes influe fortement 
sur la signification des résultats qu'ils fournissent et sur la concor
dance avec les CM!. La relation entre CMI et largeur des zones d'inhibi
tion était log-linéaire pour les deux métaux dans certaines conditions 
bien précises de lecture. 
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CHAPITRE II 

ETUDES EXPERIMENTALES 

II.1. ETUDES EN MILIEU SEMI-OUVERT. 

Cette partie de notre étude a été effectuée dans des claires 
ostreicoles qui constituent un milieu semi-ouvert où 1leau de mer naturelle 
de la baie de Bourgneuf peut être apportée de façon contrôlée. le fonc
tionnement de ces installations ayant été décrit dans de précédents tra
vaux (Robert, 1975), nous nlen représenterons ici que les caractéristiques 
principales. les bassins que nous avons utilisés sont d'anciennes salines 

2creusées dans un sol argilo-sableux, d'une superficie d'environ 200 m , 
situées en bordure du port du Collet. l'alimentation en eau, provenant 
de la baie de Bourgneuf, se fait durant une période d'environ cinq jours 
a une semaine à partir d'un coefficient de marée supérieur à 70. Pendant 
les périodes de mortes eaux, les eaux stagnent dans les bassins qui restent 
ainsi isolés de la zone néritique. Des chenaux, qui peuvent être obturés, 
assurent les échanges d'eau entre les claires. Une hauteur d'eau d'environ 
60 cm est maintenue dans chaque bassin. Cette faible hauteur d'eau pro
voque un développement important du phytoplancton dans lequel la Diatomée 
planctonique ,Sketetonema aostatum peut représenter une biomasse importante. 
Dans ces claires, les ostréiculteurs placent en stabulation, près des 
installations où se fait le "travail" des huîtres, les animaux élevés 
dans les parcs ostréicoles situés en mer, dans la baie de Bourgneuf. 

II.1.1. MATERIEL ET METHODES 

Nous avons suivi les fluctuations des concentrations en éléments 
métalliques (Cd, Pb, Cu, Zn) des eaux et des huîtres en fonction des cycles 
de remplissage des bassins pendant une période de 11 jours au mois de mai.. 
1984, suivant le calendrier indiqué dans le Tableau VI. les huîtres qui 
ont été déposées dans les bassins provenaient d'autres claires ostréicoles 
où elles étaient en stabulation depuis plusieurs jours. Un pluviomètre 
destiné à recueillir les eaux de pluie en vue de doser le cadmium, le 
plomb, le cuivre et le zinc et de quantifier les apports à chaque bassin 
a été installé entre les deux claires. l'ensemble des eaux recueillies a 
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été filtré afin de déterminer les concentrations métalliques de la 
phase soluble et les prélèvements ont été traités comme indiqués pr~
cédemment. Les huîtres ont été disséquées et un feuillet branchial de 
chacune a été isolé en vue d1une analyse individuelle après une dépu
ration de 36 h ou de 72 h, ou sans aucune épuration préalable. 

Dates MOuvements dleau PriUvements Observations 

30 - 04 - 84 - mise 1 sec des claires A et B - eau de remplissage 

- remplissage des deux bassins - eau en fin de remplissage pluie 

02 - 05 - 84 - vidange partielle - eau avant vidange (stagnation 48 h) 

- remplissage - eau apr~s le remplissage 

- pluviom~tre relevé ( >1000 ml) pluie 

04 - 05 - 84 - atagnation des eaux - eau après stagnation 48 h mise en place d'enviro 

- eau 1 heure apr~s apport d'huîtres 3600 huttres dans la caire 

- pluviomltre relevé (275 ml) B 

- huîtres (J 0) 

05 - 05 - 84 - stagnation des eaux - eaux apr~s stagnation 48 + 24 h. 


- huîtres (J 1) pluie 


06 - 05 - 84 - atagnation dea eaux - eau apr~s atagnation 48 + 48 h. 

- huîtres (J 2 ) 

- pluviomètre non relevi (500 ml) pluie 

07 - 05 - 84 - atagnation des eaux - eau apr~s stagnation 48 + 72 h. 

- pluviomètre relevé (1000 ml) 

10 - 05 - 84 - vidange des clai res - eau apr~s stagnation 48 + 144 h. 

- huîtres (J 6) 

TABLEAU VI - Récapitulatif du calendrier des études en milieu 

semi-ouvert. 

II.1.2. EVOLUTION TEMPORELLE DE Cd. Pb. Cu et Zn DANS LES DIVERS 

COMPARTIMENTS (cf. BERTHET. 1886. Publ. 4) : 

L'eau de mer qui parvient dans les claires présente des con~en 

trations métalliques solubles comprises dans la gamme de celles que nous 
avons observées en baie de Bourgneuf, et inférieures à leur moyenne pour 
le cadmium, le plomb et le zinc. Les apports par l leau de pluie peu~ent 
représenter une fraction non négligeable des concentrations métalli8ues 
dans l leau des claires. Il a été calculé qu'ils provoquaient un accrois
sement approximatif des concentrations en Cd, Pb, Cu et Zn respecti~ement 

-1 -1 -1 .~de 0,005 à 0,01 ~g.l ,0,12 à 0,18 ~g.l ,0,08 à 0,13 pg.l e~ 0,49 

à 0,65 p9.l-1 , clest à dire respectivement environ 23 %, plus de 220 %, 

9 et 6 %des concentrations initialement présentes. Ces données peuvent 


" • "1 .11 ,1 l, Il '1·1 1,1 
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expliquer en partie les variations des concentrations métalliques des 
eaux des claires qui, dans l'ensemble, augmentent après une période de 
pluie, et tendent à décroître après une vidange partielle suivie d'un 
remplissage. Par ailleurs, ces divers évènements peuvent provoquer des 
modifications du pH et des potentiels d'oxydo-réduction qui modifient 
les équilibres physico-chimiques du milieu et les réactions de sorption
désorption à partir de la phase particulaire et du sédiment. 

L'introduction d'une forte biomasse d'huîtres dans la claire B 
ne provoque pas de modification significative (test t de Student adapté 
aux variables appariées) des concentrations en cadmium, en plomb, en 
cuivre ou en zinc solubles des eaux des bassins. Pour le cadmium et 
surtout pour le plomb, nous remarquons un accroissement significatif 
des concentrations des éléments solubles après 144 heures (6 jours) de 
stagnation, alors qu'aucune différence n'est notée pour le zinc et pour 
le cuivre. 

Nous avons recherché si ces modifications avaient un lien avec 
diverses caractéristiques physico-chimiques (température, salinité, 
teneurs en sels nutritifs) ou biologiques (teneurs en chlorophylle a et 

en phéopigments) à partir des données communiquées par J.M. Robert, 
pour les eaux demeurées en stagnation (à partir du 04-05-84). Aucune 
corrélation n'apparaît entre les teneurs métalliques solubles dans les 
eaux et leurs caractéristiques physico-chimiques ou biologiques. 

Dans les conditions de ce travail, les fluctuations observées 
dans les concentrations métalliques ne paraissent donc pas liées aux 
caractéristiques physico-chimiques testées, tandis que les variations 
des populations phytoplanctoniques n'influent pas significativement 
sur les teneurs en métaux des eaux des claires. Ce dernier résultat 
apparaît en contradiction avec les résultats de Knauer et Martin (1973) 
qui font état d'une diminution du cadmium des eaux corrélée avec une 
augmentation dans les Diatomées. Par contre, Forstner et Wittmann (1979) 
estiment que le taux d'élément incorporé par le phytoplancton n'est pas 
suffisant pour modifier les teneurs des eaux. 

Dans cette étude, nous n'avons dosé les éléments métalliques 
que dans les feuillets branchiaux des huîtres. Le temps de Séjour dans 
la claire (0 à 6 jours) ou le temps de dépuration (0 à 72 h) n'ont que 
fort peu d'influence sur la teneur en éléments traces. 
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II.1.3. CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES: 

Le milieu semi-ouvert, constitué par les claires ostréicole 
apparaît théoriquement comme un site d'étude intéressant pour suivr 
l'évolution des concentrations métalliques en fonction d'apports co 
trôlés. 

En réalité, dans ce milieu de petite taille où les masses d eau 
sont peu importantes et les hauteurs d'eau réduites, les variations des 
paramètres physico-chimiques sont rapides et parfois très brutales. 
C'est ainsi le cas des pluies abondantes survenues début mai 1985 q i 
ont provoqué de fortes dilutions et des apports atmosphériques impo tants 
notamment en plomb. A 1 'inverse, des périodes de forts ensolei1lemen 
ou de vent provoquent une intense évaporation. 

Par ailleurs, l'introduction d'une forte biomasse, comparat ve
ment au volume d'eau des bassins, peut influer considérablement sur les 

formes physico-chimiques des éléments métalliques. 

Il apparait donc, contrairement à l'hypothèse initiale, que 
l'observation des phénomènes à moyen ou à long terme et leur inter
prétation est mal aisée en raison des perpétuelles modifications du 
milieu qui demeurent incontrôlables et sont difficilement mesurable 
à cause de leurs fréquences et de leurs caractères très aléatoires. 

II.2. 	CONTAMINATION EXPERIMENTALE DE HYTILUS EDULIS PAR Cd, Cu et Z 

INTRODUITS DANS L'EAU: 

Le but de cette étude était de comparer le mode d'accumulation 
de deux éléments traces essentiels, le cuivre et le zinc, et d'un 
élément trace non essentiel le cadmium. 

II.2.1. MATERIEL ET METHODES: 

Des moules sélectionnées (groupe B de l'étude in situ) selo 
leur taille ont été exposées à une large gamme de concentrations de 
Cd (0,0025 à 2,5 mg/l), Cu (0,01 à 1 mg/l) et Zn (0,05 à 5 mg/l) 
pendant 4, 8 ou 16 jours dans des conditions constantes de salinité 
(35 0/00 ), température (15,5 ! 0,50 C) et d'éclairement. L'eau et 
les polluants étaient renouvelés tous les deux jours. Dans ces con
ditions, la décroissance des concentrations métalliques dans le mil eu 
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d'élevage était négligeable. Les animaux n'ont pas reçu de nourriture 
mais l'expérience s'est déroulée en Novembre, à une période 00 dans 
les conditions naturelles la nourriture est peu abondante et 00 les 
animaux s'amaigrissent. 

Pour chaque temps de contamination et chaque concentration 
de chaque métal, les concentrations ont été déterminées dans les 
tissus de dix moules selon la méthode sans extraction décrite dans 
le paragraphe 1.1.1. 

II.2.2. CONTAMINATION PAR LE CADMIUM (Fig. 11) : 

Les apports expérimentaux de cadmium induisent un accroissement 
de la concentration de ce métal dans les ttssus mous des moules (Ftg. Il). 
Les différences entre les concentrations dans les moules contaminées et 
témoins sont généralement significatives pour la plus faible surcharge 

expérimentale (2,5 J-Ig.l-1) et la p'lus faible durée d'exposition 
(4 jours). Pour l'apport expérimental le plus élevé sans être léthal 
à court terme (250 J-I9.l-1) et pour le temps de contamination le plus 
long (16 jours), le niveau de cadmium dans les restes est 136 fois 

plus élevé que la normale, 190 fois pour les deux autres groupes 

d'organes. 

Pour l'ensemble des organes et des temps d'exposition, l'index 
de concentration(a) décroit des témoins jusqu'aux animaux contaminés 
par 25 p9.l-1 puis reste stable ou du moins ne décroit que légèrement 
(Fig. Il). Cela signifie que les concentrations de Cd dans l'eau et 
les organismes ne sont pas proportionnelles pour la contamination la 
plus faible puis qu'elles deviennent pratiquement proportionnelles 
pour les surcharges expérimentales supérieures à 25 p9.l-1. 

1. C« = 


concentration du métal dans l'or anisme contaminé m .ka-1 secavec FC l = 
concentration du métal dans l'eau contaminée (mg.l 

= concentration du métal dans l'organisme témoin (mg.kg-1 sec) 
concentration du métal dans l'eau du témoin (mg.l- I ). 
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II.2.3. CONTAMINATION PAR LE CUIVRE (Fig. 12) : 

Dans tous les groupes d'organes des moules exposées pendant 
4 jours à la plus faible surcharge expérimentale (10 ~g.l-l) se produit 
une légère décroissance de la concentration de cuivre qui est encore 
observée après 8 jours d'exposition pour la masse viscérale. Lorsque 
la durée de l'exposition ou les apports expérimentaux augmentent, les 
concentrations de cuivre dans les organismes s'accroissent, à partir 
de seuils différents selon les groupes d'organes (cf. pub1. 4). 

L'index de concentration décroit pour tous les groupes d'organes 
pour des apports expérimentaux croissant dans l'eau mais il reste prati 
quement stable après 4 jours d'exposition à 500 à 1000 pg.1-1 et après 
16 jours d'exposition à 6 (témoin) à 10 jJ9.1-1 (Fig. 12). Dans ces derniers 
cas, cela signifie que l'augmentation des concentrations de cuivre dans l'eau 
et les organismes sont proportionnelles. Cependant, a la fin de l'expérience, 
le niveau du cuivre est seulement 5 fois supérieur à la normale dans les bran
chies et les palpes des moules exposées à la plus forte dose sub-1étha1e 

-1
(100 ~g.l ), ce rapport atteignant 2,6 et 3,8 respectivement pour la masse 
viscérale et les restes. 

II.2.4. CONTAMINATION PAR LE ZINC (Fig. 13) 

Après 4 jours de contamination, le niveau de zinc dans les trois 
groupes d'organes considérés ne s'accroit pas significativement pour 
des concentrations inférieures ou égales à '100 ~g.l-l. Pour les mêmes 
surcharges expérimentales, cette stabilité est mai~tenue dans la masse 
viscérale et les restes après 8 jours d'exposition, dans les restes 
seuls après 16 jours. De façon concomitante, l'index de concentration 
décroît rapidement du témoin à la surcharge expérimentale de 500 ~9.1-1. 
Pour le temps de contamination le plus long et la surcharge sub-1étha1e 
la plus forte (1000 jJ9.1-1) qui est 200 fois plus élevée que le niveau 
témoin, les concentrations de zinc sont 2,3 - 5 et 6,1 fois plus élevées 
que la normale dans les restes, la masse viscérale et les branchies + 
palpes respectivement. 

II.3. 	CONTAMINATION EXPERIMENTALE DE CRASSOSTREA GIGAS PAR Pb et Cu 

A PARTIR DE L'EAU OU DE LA NOURRITURE. 

Le protocole de contamination étant relativement complexe, 
nous avons schématisé dans la figure 14 les sources de Cu et Pb 
auxquelles ont été exposés les différents lots d'huîtres. Pour plus 
de détails, le lecteur pourra se reporter à la publication 4. 
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Fig. ]4 - Modes d'exposition des différents lots d'huîtres 
contaminées par Pb et Cu. 

II. 3.1. INFLUENCE DU VECTEUR DE TRANSFERT SUR L' ACCUI'1ULATION DE Pb e 

Les dosages effectués tous les deux jours sur les organism s 
phytoplanctoniques nous ont permis de calculer les apports de plomb DU 

de cuivre associés à la nourriture pour chaque aquarium. En fonction 
du nombre d'huîtres par aquarium, nous avons pu établir la quantité 
théorique de chaque métal apportée par huître entre deux prélèvementp 
successifs (Tabl. VII}. 

Aquariums A et C Aquariums B et D Aquarium E AquariUl F 

Plomb 

Avant 1er prilèvement 
(13 apports) 

Entre 1er et 2ime 

0,003 6,6 4,0 

(8 apports) 

Entre 2ème et 3ème 
(8 apports) 

Cuivre 

Avant 1er prélèvement 

Entre 1er et 2ème 

Entre 2ème et lème 

a-ID apports d'I8ocr~8i8 sp. 

b - 6 apports de S. costatum. 

0,007 

0,002 

5,2 

21,4 

12,1 

9,2 

6,2 

206,1 

230,1 

219,1 

13,3 

15.7 

223,3 

429,3 

738,3 

49,9a 

467,3b 

8n,7b 

Cu. 

TABLEAU VII - Quantités de métaux (ng) apportées aux huîtres par 18 
nourriture entre deux prélèvements successifs (moyenr.~ 
théorique par individu). 
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Pour chaque temps de contamination (fig. 15), des analyses 
individuelles ont porté sur l'ensemble des tissus mous de 10 huîtres 
de chaque lot, traitées selon le protocole décrit pour l'étude in situ. 

La figure 15 indique une décroissance des teneurs en plomb 
des huîtres témoins (bac A) durant les 28 jours de l'expérimentation. 
Toutefois les différences observées ne sont pas significatives. Pour 
les huîtres des lots B et E vivant dans de l'eau non contaminée et 
recevant respectivement les Algues S. aostatum et T. sueaiaa contaminées, 

aucune différence statistiquement significative n'est observée entre 
les animaux des prélèvements successifs. L'accroissement des concen
trations en plomb des tissus des huîtres des bacs C (eau contaminée + 
S. aostatum non contaminée) et D (eau contaminée + S. aostatum conta
minée) est extrêmement significatif entre deux prélèvements successifs. 

Cependant, si on considère non plus les concentrations, mais 
la quantité totale de plomb présente en moyenne dans un individu, on 
observe généralement une décroissance au cours du temps pour les huîtres 
qui n'ont pas subi de contamination par l'eau à l'exception du lot F 
(Tabl. VIII). 

Un accroissement des concentrations de cuivre est observé pour 
les huîtres témoins (fig. 15), mais entre deux prélèvements successifs 
cette augmentation n'est pas statistiquement significative. Les augmen
tations des concentrations de cuivre dans les tissus mous des huîtres 
des différents lots sont statistiquement significatives entre deux prélè
vements successifs pour tous les lots recevant une nourriture contaminée 
ou non, et baignant dans une eau ayant ou non reçu une surcharge métal
lique. Deux exceptions sont toutefois observées: d'une part pour le 
lot B, entre 12 et 20 jours de contamination, d'autre part pour les 
Mollusques du lot F, entre 16 et 22 jours. Contrairement à ce que nous 
avions observé pour le plomb, les quantités totales de cuivre par indi
vidu augmentent au cours du temps (Tabl. VIII). 

Des deux voies de contamination étudiées, eau et nourriture, 
l'eau est à la fois pour le plomb et le cuivre, la voie largement prépon
dérante et ce, que les résultats soient exploités en concentrations 
(fig. 15) ou en quantités totales de métal (Tabl. VIII). 
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Plomb Cuivre 
Lot 12 j 20 j 28 j 12 j 20 j 28 j 

A 500.6 310.6 185.8 8612 8537 9535 

B 287.9 282.4 205.0 8090 9123 10414 

c 19953.9 35055.9 39974.3 60692 121623 150888 

D 24859.2 35594,5 49894,3 67176 113833 157270 

E 716,6 498.8 462,4 10492 11080 15107 

F 439.9b 565.6c 12519a 13728h 1 8904c 

Durée de la contamination: (a) 10 j. (h) 16 j et (c) 22 j. 

TABLEAU VIII - Evolution temporelle de la quantité totale de métal (ng) 
contenue par huître. 

CIlIVRE 

Hiérarchie selon la concentration 

mltallique 


"'-1-.-- <----'1 
A<B~E~F 

L-<----.J 

Hiérarchie selon la quantité de métal par individu 

A(B (E <F 

Hiérarchie selon la quantité de métal apportée avec la nourriture 

A(B(E<F 

• différence significative (P <0.05) 

•• différence hautement significative (P <0.01) 

TABLEAU IX - Hiérarchisation à la fin de l'expérience des différents lots 
d'huîtres témoin et contaminés par la nourriture. 
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Chez les huîtres exposées â la contamination par l'eau seul 
(lot C), les facteurs de concentration moyens du plomb et du cuivre 
sont respectivement de 3259 et 49205. Ils indiquent la très grande 
capacité des Mollusques â accumuler les métaux présents dans l'eau, 
nettement plus forte même que celle du phytoplancton pour lequel les 
facteurs de concentration étaient loin d1atteindre de telles valeurs 
Les quantités de métaux disponibles pour les huîtres immergées direc 
tement dans l'eau de mer contaminée sont donc considérablement plus 
fortes que celles apportées (Tabl. VII) indirectement par le phyto
plancton exposé â des concentrations métalliques identiques dans son 
milieu de culture. Cependant, le tableau IX nous indique, pour les 
deux métaux, une même hiérarchie des lots d1huîtres en fonction de 
leurs concentrations métalliques croissantes, de la quantité totale 
de métal par individu et de la quantité de métal apportée avec la 
nourriture. 

II.3.2. LOCALISATION TISSULAIRE ET STOCKAGE. LESIONS CYTOLOGIQUES 

L'assimilation des deux métaux par l 'Huître peut aboutir 
dlune part â une contamination, clest â dire â une complexation par 
les macromolécules de tissus qui habituellement ne sont pas impliqué 
dans un stockage de métaux, d'autre part â un stockage dans des tiss 
présentant des structures naturelles de bioaccumulation. C'est dans 
la première éventualité surtout que la surcharge en un métal essenti 
mais présentant un seuil de toxicité (Cu) et en un métal non es senti 
et toxique (Pb) peut entraîner des lésions cytologiques. La comparai 
des divers lots d'huîtres montre que c'est â la suite d'exposition a 
formes dissoutes des deux métaux que les effets sont les plus import 
Ce sont donc les mollusques soumis â l'effet de bain qui serviront d 
référence pour l'évaluation des conséquences les plus nettes de la 
contamination. 

II.3.2.1~ Techniques 

. Microscopie photonique et microanalyse â l'échelle structurale 

La fixation des échantillons pour la microscopie photonique 
l'analyse par émission X (microsonde Cameca MS 46) et l'analyse par 
émission ionique secondaire (analyseur Came ca SMI 300), a été effect 
par le liquide de Carnoy. Les coupes â la paraffine de 7 pm ont été 
colorées par l 'hémalun-picroindigocarmin. Les phosphates ont été rév 
par substitution â l'argent selon Von Kossa, le glycogène par la réa 
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a l'acide 	périodique - Schiff, les polyanions par le bleu alcian a pH 0,5 
pour les groupes sulfatés et à pH 2,5 pour l'ensemble des groupes acides. 
La microanalyse par émission X a été effectuée en dispersion de longueur 
d'onde, à 	1 laide d'une sonde Cameca MS 46, avec les cristaux suivants : 
LIF pour Cu et Zn, PET pour P, S, Ca, Fe et Pb, KAP pour Mg. Elle a porté 

sur des coupes nàrmales ou soumises à divers tests d'extraction de 
Cu et Pb (voir résultats). La microanalyse par émission ionique secon
daire a été réalisée a l'aide d'un analyseur Cameca SMI 300. 

Microscopie électronique et microanalyse à l'échelle ultrastructurale 

Pour l'étude ultrastructurale, des fragments d'organes ont été 
fixés par le glutaraldehyde à 3 %tamponné par le cacodylate de Na 0,2 M, 
additionné de saccharose 0,35 M et postfixés ou non par le tétroxyde 
d'osmium à 2 %. La microanalyse de coupes ultrafines de matériel non 
osmié, déposées sur grilles de titane carbonées, a été effectuée sur une 
microsonde électronique Cameca t1BX type Camebax en dispersion de longueur 
d'onde avec les cristaux Lif pour Cu et Pb, PET pour S, TAP pour P. 

II.3.2.2. 	Résultats sur les hu!tres soumises à la contamination par l'eau 

additionnée de cuivre et de plomb 

. Contamination des tissus (Pl. IV et V) : 

L'analyse par émission ionique secondaire révèle une contamination 
diffuse de tous les tissus par Cu et Pb, avec les intensités d'émi~sion les 
plus élevées pour l'ovaire et le testicule. Dans l'ovaire, le cuivre est 
localisé à la fois dans le noyau et le cytoplasme des ovocytes, avec prédo
minance dans le noyau ; le plomb est surtout fixé dans le cytoplasme. 
Pour le testicule, il est impossible, en raison de la petite taille des 
cellules germinales, de préciser la localisation des deux métaux et les 
images ioniques montrent une distribution homogène dans les cystes testi 
culaires ; la fixation de cuivre y est si importante que, contrairement 
aux autres organes, le métal peut être identifié par analyse à la micro
sonde électronique sur coupes à la paraffine, donc dans des conditions 
de faible sensibilité. 



· Bioaccumulation dans des structures naturelles de stockage: 

Huit tissus ou organes assurent le stockage des deux contam nants 
(fig. 16). Il s'agit des épithéliums assurant des échanges directs a 
l'eau de mer (branchies, épithélium palléal interne), des épithélium ou 
des cellules isolées assimilant les composés de la lumière du tube d1ges
tif (cellules des diverticules digestifs, épithélium intestinal, amo 
bocytes), des cellules ou organes d'épuration du sang (cellules à po es, 
rein), enfin l'épithélium palléal externe bordant la coquille. Dans les 
cellules épithéliales ciliées des branchies, 1 'analyse à la sonde él 
nique de coupes à la paraffine de témoins révèle un faible stockage 

Fig. 16 - Localisation des cellules ou organes de bioaccumulation 
de Cu et Pb sur un diagramme d'Huître (à gauche) et sur un schéma 
de tube digestif (à droite). 

A amoebocyte 
C coquille (accumulation envisagée mais non démontrée) 
Cp cellule à pores 
Dd diverticules digestifs 
E épithélium du rein 
Epe épithélium palléal externe 
Epi épithélium palléal interne 
l intestin 
R rein 

l, 'II il " 1 
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de cuivre et de soufre, alors que le plomb est indécelable. A la 
suite de la contamination, il y a amplification importante des signaux 
Cu et S, et le plomb devient décelable (fig. 17). L'examen ultrastructural 
montre, chez les témoins, des lysosomes dont le nombre est très variable 
d'une cellule à l'autre (Pl. 1) et dans lesquels Cu et S sont décelables 
par microanalyse de coupes ultrafines. Après contamination, certains 
lysosomes sont plus volumineux et renferment un contenu granuleux où les 
deux contaminants (Cu, Pb) sont concentrés. Mais l'effet le plus important 
est l'augmentation du nombre des lysosomes qui envahissent l'ensemble des 
cellules (Pl. 1). Le stockage du plomb et l'amplification de celui du 
cuivre sont donc la conséquence d'une augmentation du nombre des lysosomes, 
les deux polluants coexistant dans ce type d'organite. 

L'épithélium palléal interne est un important tissu de stockage 
minéral naturel, sous forme de sphérocristaux de phosphates de calcium 
(voir Wilbur, 1972) ; au stockage minéral est associée, dans certaines 
régions, une bioaccumulation de pigments bruns ou noirs. L'analyse à la 
microsonde électronique confirme l'importance du stockage de Ca et de P 
elle révèle également la présence de Mg, de Zn, fréquent dans les épithé
liums de Mollusques dont le métabolisme requiert de l 'anhydrase carbonique 
(Roinel et al., 1973), et aussi de Cu. Le stockage minéral est beaucoup 
plus important dans les régions pigmentées, et c'est dans ces régions 
que Cu est le plus facilement décelable. Mais quel que soit le type 
d'épithélium analysé, le plomb n'est jamais identifiable chez les témoins. 
Comme pour la branchie, la contamination provoque un stockage de Pb et 
une amplification de l'accumulation de cuivre et de soufre (fig. 18). 
Les effets sont d'autant plus importants que l'épithélium est riche en 
pigments (Pl. IV). 

Les cellules digestives des diverticules digestifs des Bivalves 
suspensivores sont sujettes à de grandes variations de composition chi
mique puisqu'elles absorbent les éléments dissous dans le fluide alimen
taire et assurent également un biocaptage de particules et de colloïdes. 
Les processus de digestion intracellulaire se déroulent dans les lysosomes 
dont la particularité est de renfermer des quantités importantes de muco
polysaccharides à la fois carboxylés et sulfatés et des phosphates d'origine 
enzymatique. Dans les conditions d'alimentation des huîtres ayant servi à 

l'étude, les lysosomes des témoins contiennent, outre le soufre et le 
phosphore, un peu de calcium et de zinc, parfois du cuivre et jamais de 
plomb. La contamination provoque une accumulation de cuivre et de plomb 
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Figure J7 - Epithélium branchial Figure 18 - Epithélium pigmenté Figure 19 - Amoebocytes 

Figures 17, 18 et 19 - Echelle des intensités des signaux X de S, Cu et Pb (en coups/20 secondes) dans des 

épithéliums et les amoebocytes de quatre lots d'Huîtres 
1 - Huîtres témoins 
2 - Huîtres contaminées par la nourriture 
3 - Huîtres contaminées par l'eau 
4 Huîtres contaminées simultanément par l'eau et la nourr1ture. 
Mesures effectuées sur des coupes à la paraffine de 7 um d'épaisseur, à la microsonde M 546. 
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Témoins eau 
contaminée 

P 70 - 240 170 - 780 

S 140 - 600 180 - 440 

Cu 0-9 20 - 80 

Pb 0 4 - 25 

TABLEAU X • Valeurs extrêmes des signaux X de P, S, Cu et Pb dans les 

cellules digestives des diverticules d'Huîtres témoins et dtHuîtres con

taminées par l'eau. Les valeurs Bont exprimées en coups/20 secondes, à 

la microsonde MS 46 sur coupes à la paraffine. 

(Tabl. X). En raison de la variabilité de concentration en mucopo
lysaccharides sulfatés des cellules digestives, il est impossible de 
rechercher une éventuelle augmentation de la teneur en soufre; en 
revanche, l'amplification des signaux P à la microsonde électronique 
est très importante au point que la méthode cytochimique de Von Kossa, 
qui démontre que ce phosphore est imputable à des phosphates, permet 
de distinguer les diverticules digestifs des témoins de ceux des 
mollusques contaminés (Pl. V). 

Les cellules épithéliales de l'intestin contiennent, à leur 
apex, des lysosomes. Chez les témoins, les éléments majeurs sont P, 
S, Ca, Fe et Zn ; Cu et Pb sont indécelables par analyse à la sonde 
électronique de coupes à la paraffine. Après contamination, ces granules 
contiennent des quantités très importantes de cuivre et de plomb ; cette 
addition des polluants aux constituants naturels est accompagnée d'une 
augmentation du phosphore et surtout du soufre (Tabl. XI, Pl. IV). 

Chez l'huître Crassostrea gigas, il n.'existe qu1une catégorie 
d'amoebocytes accumulant des métaux. les amoebocytes à Cu et Zn (Pi rie 
et al., 1984). Pour les animaux ayant servi à l'étude, le cuivre et 
le soufre sont décelables de façon constante dans ce type cellulaire, 
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-
Témoins Eau 

contaminée 
Nourriture 
contaminée 

P 90 - 170 100 - 230 N.R. 

S 100 - 120 200 - 1.350 N.R. 

Ca 140 - 240 120 - 240 N.R. 

Fe 15 - 40 10 - 35 N.R. 

Zn o - 10 o - 14 N.R. 

CU 0 50 - 460 20 à 30 

Pb 0 5 - 58 0 

TABLEAU XI • El~ents majeurs des granules de l'épithélium intestinal 

d'Huîtres témoins, d'Huîtres contaminées par l'eau et d'Huîtres conta

minées par la nourriture. Pour chaque élément sont indiquées'les va

leurs extr~es des signaux X, en coups/20 secondes, mesures à la mi

crosonde électronique MS 46 sur coupes à la paraffine. N.R. = élements 

non recherchés. 

mais les animaux étant jeunes, les signaux recueillis à la sonde él c
tronique sont relativement faibles, surtout pour Cu. Après contamin tion, 
l'augmentation simultanée du stockage des deux éléments est si impo tante 
qulil est possible j'établir une corrélation entre les signaux X de Cu 
et de S par analyse à la microsonde de coupes à la paraffine. Le pl mb 
est également fortement accumulé (fig. 19). 

Parmi les cellules d'épuration du sang, les cellules à por s, 
disséminées dans llorganisme, accumulent de façon naturelle les mét ux 
provenant de la dégradation de protéines hémolymphatiques. Le compo é 
minéral le plus caractéristique de ces cellules est le phosphate de fer, 
mais la microanalyse montre que chez les témoins, il existe égaleme t 
un faible stockage de cuivre. La contamination provoque, comme dans 
les autres types cellulaires précédemment décrits, une accumulation de 
cuivre et de plomb; mais les signaux X émis à la microsonde élect nique 
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sont beaucoup plus faibles t et la présence des polluants ne peut être 
décelée dans toutes les cellules du système. Si l'on admet que le 
stockage naturel du fer n'est pas influencé par la contamination t la 
comparaison du rapport signal X de Cu/signal X de Fe des témoins et 
des contaminés montre que ce rapport est fortement augmenté par la 
contamination; de plus, le plomb n'est décelable que dans les cellules 00 

ce rapport est supérieur à la normale (fig. 20). 

L'épithélium du rein élabore de façon naturelle des lysosomes 
à phosphates de calcium et de fer, avec, pour certains d'entre eux, des 
traces de cuivre ; la matière organique de ces inclusions contient du 
soufre. La contamination provoque l'accumulation de cuivre et de plomb, 
mais les signaux X émis à la sonde électronique sont beaucoup plus faibles 
que pour les amoebocytes ou les lysosomes intestinaux; les valeurs sont 
sensiblement les mêmes que pour les cellules à pores. L'épithélium palléal 
interne, non pigmenté, accumule, comme l'épithélium externe, le cuivre 
et le plomb (Pl. IV) ; le stockage a vraisemblablement lieu dans des 
sphérocristaux phosphocalciques. Enfin, il convient de noter que dans 
les épithéliums branchial et palléal, les mucocytes fixent le cuivre et 
le plomb, mais que cette fixation est moins importante que dans les autres 
cellules épithéliales. 

La recherche des formes chimiques de stockage ne peut être envi
sagée que pour les cellules 00 la contamination provoque un stockage 
important de plomb et une surcharge élevée en cuivre. Elle n'a donc été 
effectuée que pour les amoebocytes et 1 'épithélium palléal pigmenté. 
Dans les amoebocytes, la corrélation entre les signaux X de Cu et de S 
suggère une comp1exation du cuivre par un ligand soufré; la rupture 
de la liaison du métal avec ce ligand par un simple abaissement du pH 
(élimination complète de Cu à pH 2, sans diminution des signaux X de 
S) indique que, comme pour le cadmium (Martoja et Martin, 1985), le 
cuivre est complexé par une protéine à haute teneur en soufre. Pour 
le plomb de l'épithélium palléal, son élimination par l'eau ammoniaquée 
démontre que le métal est stocké sous forme de phosphate, vraisemb1ament 
dans les sph,rocristaux phosphocalciques. Il en est sans doute de même 
dans les amoebocytes, en raison de leur aptitude à stocker un phosphate 
naturel (In) (George et al., 1978 ; Martoja et Martin, 1985). Sur la 
base de ces données, on peut admettre que dans les branchies, l'augmen
tation des concentrations en soufre traduit également l'existence d'une 
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Figure 20 : Valeurs du rapport Cu/Fe dans les cellules à pores des 
quatre lots d'Huîtres (le cercle indique la moyenne des rapports. 
Relation avec l'identification du plomb (en nombre de coups/20 secon 

1. Huîtres témoins 
2. Huîtres contaminées par la nourriture 
3. Huîtres contaminées par l'eau 
4. Huîtres contaminés simultanément par l'eau et la nourriture. 

On voit que la proportion du cuivre augmente dans les huîtres contam 
et que le plomb n'est identifiable que dans les cellules enrichies e 
Mesures effectuées sur des coupes à la paraffine de 7 um d'épaisseur 
microsonde MS 46. 
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protéine de complexation du cuivre, et que dans les cellules diges
tives, l'augmentation des groupes phosphates signifie que le plomb 
est stocké sous cette forme. Si ces données étaient confirmées pour 
les autres sites de stockage, on pourrait conclure à l'accumulation 
générale du cuivre sous forme d'un complexe métalloprotéique et à 

celle du plomb sous forme de phosphate. Cette hypothèse est confortée 
par le fait que dans toute structure accumulant les deux métaux, il 
existe à la fois des phosphates naturels et des protéines soufrées ; les 
cellules d'accumulation n'auraient donc pas à élaborer de ligands 
différents de ceux qu ' el1es synthétisent normalement. 

A 1 1 examen histologique, tous les tissus des huîtres contaminées 
sont d'apparence saine. En particulier, les glandes génitales sont 
normales (Pl. V) et, dans le tissu vésiculeux, le stockage de glycogène 
est identique dans tous les lots. L'examen u1trastructural montre, lors 
de contaminations par l'eau, quelques images d'extrusion holocrine dans 
l'épithélium branchial. 

Hormi s ces rares aspects de cytotoxicité, toutes 1 es ultra-struc
tures en particulier celles qui sont très sensibles aux effets des métaux 
lourds (systèmes membranaires, mitochondries) sont normales. 

II.3.2.3. 	Huîtres soumises à la contamination par le seul intermédiaire 

de la nourriture (Fig. 17 à 20 1 Tabl. XI) 

Dans ces conditions expérimentales, le plomb nlest décelable 
que dans quelques cellules à pores. Les signaux Cu obtenus à la micro
sonde électronique sont un peu plus élevés dans les cellules à pores, 
dans les épithéliums pigmentés et dans les granules de l'épithélium 
intestinal; quelques cellules digestives contiennent des granules de 
phosphate (Pl. V). De ce fait, les huîtres contaminées par la seule 
nourriture diffèrent peu des témoins. 

II.3.2.4. 	Huîtres contaminées à la fois par l'eau et par la nourriture 

(Fig. :17 à 20) (Pl. II) 

Qu'il s'agisse de la contamination générale des tissus ou de 
la bioaccumulation, les mollusques soumis à ce protocole expérimental 
sont très semblables à ceux contaminés par lleau additionnée de Cu et Pb. 
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Tout au plus note-t-on a llanalyse par microsonde électronique, une 
intensité plus forte des signaux X de Cu et Pb dans les cellules à 

pores et dans les épithéliums pigmentés. Les mucus de la lumière du 
tube digestif sont également plus abondants et complexent du cuivre 
et du plomb (Pl. IV). Il existe quelques aspects d1extrusion de cel
lules branchiales (Pl. III). 

II.3.3. 	ETUDES BIOCHIMIQUES PAR FPLC~ DES PROTEINES LIANT LES METAUX 

(Pb. Cu) : 

II.3.3.1. Matériel et méthodes: 

Les tissus mous des huîtres des lots A à F (à raison de 9 à 
15 individus par lot) sont broyés dans un potter à main en présence 
de TRIS HCl pH~8,6 (volume à volume). L1agitation est poursuivie 
pendant 2 heures à 4°C. Le broyat est alors centrifugé pendant 1 h 
à 4°C et à 100 000 g. La partie surnageante est recueillie et lyophi 
sée, puis conservée au congélateur. Le culot est séché à 80°C jusqu l 

poids constant (~36 h) et stocké dans des piluliers en polyéthylèn 

Le lyophilisat est repris par de lleau distillée, filtré à 0,2 
et injecté dans une colonne de type Superose analytique 12 HR 10/30 
(Pharmacia) à raison de 200 pl. Cette colonne sépare linéairement le 
protéines d1un poids moléculaire compris entre 1000 et 300000 et peu 
être éluée jusqu1à des pressions de 30 bars. La perfusion de la colo 
est réalisée par du TRIS HC1/NaCl à 60 ml/ho Des fractions d1un ml 
(au total environ 35 fractions) sont recueillies et leurs densités 
optiques sont mesurées en général à la longueur d'onde de 254 nm. 

Le plomb et le cuivre de chaque fraction de 1 'éluat (après dil 
avec de l'eau déminéralisée et de l'acide nitrique) et de chaque cul 
après digestion nitrique sont dosés par spectrométrie d'absorption 
atomique avec effet Zeeman. 

II.3.3.2. La densité optique 

Les principaux résultats sont résumés dans la figure 21. A 254 

i 

. 

~m 

ne 

tion 
t 

nm, 
l 'élution permet de distinguer cinq pics importants: cl{pic d'exclu ion 
PM >2000000), (d (PM 70000 à 100000), ({ (P~1 5000 à 8000), 6 (PM 2500 à 4000) 
et E(PM <1000). A 280 nm, pour les témoins, seulement deux pics re tent 
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importants: le pic ~qui présente une densité optique (0.0.) plus fa ble 
qu'à 254 nm et le pic â qui a au contraire une densité optique plus f rte. 
Le pic )(est très faible à 280 nm et le rapport des densités à 254 et 
280 nm est d'environ 5. Pour les trois lots recevant une nourriture 
contaminée (B, E et F), le pica a une 0.0. plus importante que le pi )(; 
l'inverse s'observe pour le lottémoin (A) et les deux lots subissant ne 
contamination via l'eau (C et 0). 

II.3.3.3. Le plomb 

Parmi les fractions éluées (formes solubles), seules les fracti ns 
:26 et 27, qui correspondent aux pi cs de sel s, renferment des traces de 
plomb, les autres fractions en sont totalement dépourvues. Il y a don 
une accumulation préférentielle du plomb dans les culots (formes inso 
lubles) ce qui explique les concentrations plus élevées rencontrées d ns 
les culots comparés aux tissus in toto. (Tableau XII). 

II.3.3.4. Le cuivre 

La concentration en cuivre dans les culots est très voisine 
rement supérieure à l'exception du lot F) à la concentration des tis us 
mous in toto. (Tableau XII). 

Parmi les fractions éluées des six lots (A à F), nous détecton 
du cuivre uniquement dans les quatre premiers pics (cC. à D). Pour 1 Pic(8 
le cuivre apparaît décalé d'une fraction (piC~' de PM 35000 à 70000 
Chez le lot témoin (A), les concentrations sont faibles dans ces qua 
pics (15,0 à 44,6 ng/ml). Pour les lots ayant reçu une nourriture co 
minée (B,E et F), les concentrations sont souvent plus fortes que ch z 

. 1 

les témoins et toujours pour les pics cl:. (46,2 à 96,0 ng/ml) et fl (5 ,2 
à 91,8 ng/ml). Les lots contaminés par l'eau (C) et l'eau et la nour iture 
(D) présentent des concentrations considérablement plus élevées pour les 
quatre pics et notamment pour les pics () (1197,9 à 1406,7 ng/ml) et 
(1761,3 à 2174,4 ng/ml) (Tableau XIII). Signalons que ces deux pics 
protéiniques sont thermorésistants. 

Le pourcentage de cuivre retenu par les protéines et extrait p r 
le TRIS est très faible et généralement inférieur à 1 %en 
de la quantité totale de ce métal contenu dans les tissus mous 
huître. Remarquons (tableau XII) que le pourcentage associé aux 

comparais n 
d'une 
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P'LOMB CUIVRELot n . Voie de contamination Tissus mou.s Fot1lles Formes Tissus mous FOt1lles Formes % formesin toto insolubles soluble. in toto insoluble. solubles solubles 

A aUCWle 2,4 5,6 0,0 

11 nourriture a 3,6 20,5 0,0 

c eau 651,8 
i 

1985,9 0,0 

D eau + nourriture a 718,1 2316,3 0,0 

l!: nourriture b 6,9 48,8 0,0 

11 nourri ture c 6,5 57,1 0,0 

125,0 138,8 0,7 0,56 

182,7 207,3 1,4 0,77 

2460,3 2892,1 26,7 1,09 

2263,5 2663,6 21,8 0,96 

228,2 328,8 1,4 0,63 

218,7 194,0 0,9 0,41 

nourriture a S. C!ostatuM 5000 j'/ml (28 jours d'exposition) 
b T. sueC!iC!a. 5000 )l/ml (28 jours d'exposition) 
c S. C!OBta.tuM 25000 Jl/ml (22 jours d'exposition). 

Tableau XII - Concentrations (en mg/kg sec) du plomb et du cuivre dans les 

tissus mous, les formes solubles (extraites par le TRIS) et les 

formes insolubles dans les divers lots d'Huîtres contaminées 

expérimentalement. 

A li C D Il F 
tlimoin nourr. contaminlie eau contaminee nourr. + eau conta.m~ nourr. cont. nourr. cent .. 

lA( 

(exclusion • 26,4 86,4 236,4 ISO,6 96,0 46,2PM,. 2000000) 

13' 
(35000 li. 44,6 58,2 185,7 133,2 91,8 62,7
40000) 

Y 
(5000 li. 15,6 32,7 1406,7 1197,9 15,6 9,98000) 

'1j 
(3000 li. 15,0 26,1 2174,4 1761,3 12,3 9,9
4800) 

Tableau XIII - Concentrations ( en ng/ml) du cuivre dans les quatre pics 

principaux d'élution dans les divers lots d'Huîtres contaminées 

expérimentalement. 
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est plus important chez les huîtres contaminées par rapport aux huîtr s 
témoins (à l'exception du lot F pour lequel la durée de la contaminat'on 
a été plus courte) et cela est surtout vrai pour les huîtres contamin es 
par l'eau (lots C et D), 
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PLANCHES 
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PLANCP~ l 

Epithelium branchial 

Figures 1 et 2 : Huître témoin. 

1. Les cellules contiennent de rares lysosomes (flèches). 

2. Detail de la région apicale. 

Figures 3 et 4 : Huître contaminée par l'eau. 

3. Nombreux lysosomes apicaux. 

4. Détail de l'apex. Les lysosomes d'aspect granuleux cqntiennent 

cuivre et du plomb (flèche). 

Remarquer, sur les figures 3 et 4, l'absence de lésions. 

C • cils ; G = appareil de Golgi ; Ly • lysosomes ; M = mitochondri s 

mv = microvillosités ; m = grains de mucus ; N = noyau RE = reticul 

endoplasmique granulaire T = témoin 



PLANCHE 1 




PLANCHE II 

Figures 1, 2, 3 et 4 : contaminée par l'eau et par la 

et 2. Vue d'ensemble de l' ithélium. Les cellules ne 

aucune lésion. 

3 et 4. Détail de d' granuleux ou renfermant 

du cuivre et du plomb, à l'apex • 3) ou à la base (fig. des 

cellules. 

C .. cils ; G de '" lysosomes M 

N :::: noyau 
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PLANCHE III 

1 et 2 : Huître contaminée par l'eau et par la nourriture. 

1. cellules de l'épithélium ont un aspect lytique. 

2. La totalité du contenu cellulaire de certaines cellules 

est 	 etée à l!extérieur. 


m == 
 de mucus N noyau 
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PLANCHE IV 

Figures 1, 2 et 3 Epithélium palléal interne pigmenté d'une Huître conta

minée par l'eau. 

1. 	 Image topographique. 

2. 	 Image d'émission ionique d~ Cu. 

3. 	 Image d'émission ionique de Pb. 

Remarquer, sur la figure 2, la localisation diffuse du cuivre dans les 

cellules du tissu vésiculeux situé sous l'épithélium, alors que le métal 

est fortement concentré dans les cellules épithéliales. 

Figures 4 et 5 : Epithélium palléal externe de la même Huître que précédemment. 

4. 	 Image topographique (E, épithélium palléal externe; T, tissu vésiculeux). 

5. Image d'émission de Pb. Le plomb est moins concentré que dans l'épi

thélium interne (fig. 3); il est diffus dans le tissu vésiculeux. 

Figure 6 : Nappes muqueuses dans la lumière intestinale d'une Huître conta

minée par l'eau et la nourriture. 

Figures 7, 8 et 9 : Epithélium intestinal d'une Huître contaminée par l'eau. 

7. 	 Image topographique. L, lumière intestinale. 

8. 	Réaction de von Kossa montrant l'alignement apical des lysosomes 


(flèches). 


9. 	 Image d'émission de Pb. Le cliché montre deux alignements de lysosomes 

(flèches) correspondant aux deux sections de la paroi intestinale 

bordant la lumière (L). A = amoebocyte. 
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PLANCHE V 

l, 	2, 3 et 4 : Diverticules 

1. 	Mise en évidence des sulfatés noirs). 

L'aspect est identique pour tous les lots d' 

2. 	Mise en évidence des phosphates ( de von Kossa) chez un 

témoin. La réaction est 

3. 	 en évidence des par la 

seule nourriture. Le rares cellules 

digestives contenant des 

4. 	 en évidence des chez une par l'eau. 

Les granules de sont très nombreux dans toutes les cel lu-

les digestives. 

Figures 5, 6 et 7 : Ovaire une contaminée par l'eau. 

5. 	 Image topographique montrant l'absence de lésions dans les ovocytes. 

6. 	 Image ionique de Cu. 

7. Image ionique de Pb. 


Les deux métaux ont une 
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CHAPITRE III 

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS 

111.1. 	VALIDITE DE L·UTILISATION DES MOLLUSQt~S FILTREURS COMME INDICATEURS 

BIOLOGIQUES DE POLLUTIONS METALLIQUES • 

Afin d'établir le degré de pollution métallique relatif de la baie 
de Bourgneuf, nous avons comparé les concentrations de Cd, Pb, Cu et Zn 
déterminées dans cette étude chez la ~oule et 1 'Huître avec celles établies 
pour ces mêmes organismes dans des localités réparties dans le monde entier 
(cf. Annexe 1, publ. 10). A l'exception de la contamination ponctuelle par 
le plomb observée en Août 1982, les Mollusques filtreurs de la baie de 
Bourgneuf présentent des teneurs en métaux parmi les plus faibles établies 
chez ces organismes. 

La baie de Bourgneuf constitue de ce fait un site très favorable 
pour l'étude des fluctuations naturelles des concentrations métalliques 
chez les organismes vivants. Les caractéristiques de la bioaccumulation 
et l'organotropisme établis dans ces conditions peuvent être considérés 
dans une large mesure comme la conséquence du métabolisme normal des 
éléments traces : 

- les fluctuations saisonnières des concentrations métalliques chez les 
organismes dépendent principalement des variations de poids des tissus mous, 
liées elles-mêmes en grande partie au cycle de la reproduction; 

- le poids et/ou l'âge exercent une influence sur l'accumulation biolo
gique de certains éléments traces (augmentation de la concentration de Cd 
chez la Moule adulte et du Cu chez l 'Huître en fonction du poids, augmen
tation de la concentration de Zn chez 1 'Huître en fonction de l'âge). 

Les fluctuations dépendant de la saison et de la taille (âge ou poids) 
des moules et des huîtres induisent seulement des différences modérées entre 
les concentrations métalliques minimales et maximales rencontrées chez ces 
organismes (Fig. 1 et 2). Elles sont cependant suffisantes pour masquer les 
effets de pollutions chroniques faibles, excepté pour les sites où les niveaux 
normaux et leurs fluctuations naturelles sont bien connues. Cependant, l'usage 
des Mollusques filtreurs comme indicateurs biologiques est d'un grand intérêt 
pour détecter des pollutions chroniques relativement fortes. Toutefois, même 
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des pollutions aiguës peuvent passer inaperç~es des programmes de con
trôle si le taux de renouvellement du polluant est suffisamment rapide 
pour que la contamination et la décontaminat~on se produisent entre devx 
prélèvements successifs. Par exemple, des niveaux normaux de plomb ont 
été enregistrés à trois mois d'intervalle (Juin et Septembre 1982) alors 
que dans la période intermédiaire (4 et 18 août 1982) une contamination in
tense des Mollusques était mise en évidence. 

Chez les moules contaminées expérimentalement nous avons montré que, 
même pour les plus fortes doses sub-léthales, les niveaux de cuivre et 
de zinc dans les tissus n'étaient pas beaucoup plus élevés que la normale 
(2,3 â 6,1 fois) tandis que la bioaccumulation du cadmium n'était pas 
aussi limitée. Les fluctuations saisonnières 'des concentrations de zinc 
et de cuivre dans les moules induisent des différences entre minimum 
et maximum (N.A.S., 1980 ; présente étude) qiji sont du même ordre de 
grandeur que celles observées expérimentalement entre animaux témoins et 
contaminés. Pour le zinc, les études in situ indiquent généralement des 
rapports contaminé/bruit de fond inférieurs à 10, même dans les zones 
les plus fortement polluées (Bloom et Ayling, 1977 ; Cooper et al., 1982). 
Dans ces conditions, les programmes de contrôle peuvent mettre en évidence 
des niveaux sub-normaux des métaux essentiels dans la matière vivante ~lors 
même que leurs concentrations dans l'eau sont néfastes. 

111.2. 	TOXICITE RELATIVE DU CADMIUM, DU CUIVRE ET DU ZINC A L'EGARD DES 

ORGANISNES MARINS. 

Le rapport entre les surcharges expér~mentales tolérées par les 
moules après 16 jours d'exposition et les cOhcentrations normales dans 
l'eau de mer est plus élevé pour le cadmium que pour le zinc et surtout 

pour le cuivre. En conséquence, la marge en~re les concentrations 
inoffensives et néfastes est étroite pour le cuivre et même pour 

1 

le zinc. Ceci conduit à repenser, la notion Ide toxicité relative 
entre ces trois métaux d'autant que la régulation d'un métal par 
un organisme ne signifie pas son innocuité. 'En effet, nous avons vu 
que pour les éléments essentiels il n'exist$ qu'une très faible 
différence entre les surcharges régulées et'celles qui ne le sont 
plus et deviennent toxiques. Par ailleurs, ~ême si une régulation, . 

est observée dans les concentrations métalllques des tissus, les 
métaux peuvent induire des perturbations physiologiques, par exemple 

, 
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au niveau enzymatique (AMIARD et coll., 1982 b) ou hormonal (AMIARD
TRIQUET et coll., 1986). Enfin la régulation elle-même peut être consi
dérée comme une perturbation du métabolisme habituel quand les surcharges 
dans le milieu externe deviennent très importantes, provoquant une accé
lération des flux et une dépense accrue d'énergie (WHITE et RAINBOW, 
1982-1984) • 

III.3. 	ACCUMULATION DU CADMIUM ET DU ZINC PAR LES BACTERIES ET LEUR 

TOLERANCE AUX METAUX. 

En ce qui concerne les Bactéries, il ne semble pas y avoir 
de corrélations entre la concentration en zinc et en cadmium de l'eau 
de mer ou des huTtres et la fréquence d'apparition des souches résistantes 
â ces métaux au cours de l'année. De même, aucune corrélation n'existe 
entre l'apparition des souches résistantes dans l'eau et dans les huîtres. 
Par contre, de grandes simil itudes apparai ssent pour ces deux mi 1 i eux 
entre les deux métaux étudiés (Cd, Zn) en ce qui concerne le type respi
ratoire des souches et leur résistance ou leur capacité d'accumulation 
du zinc et du cadmium. Ainsi, lorsque le nombre de souches sensibles 
augmente en hiver (novembre à février), corrélativement la bioaccumulation 
du cadmium et du zinc est la plus forte dans les souches bactériennes. 
Ceci est à rapprocher des fortes concentrations de ces mêmes métaux dans 
les huîtres in toto à cette époque de l'année. Toutefois, la concentration 
importante du zinc détectée dans les huîtres ne peut être due à la pré
sence de Bactéries, puisque ces dernières, contaminées artificiellement 
à 100 ~g Zn/l (cf. Publ. 6), concentrent environ 10 fois moins le zinc 
que les Mollusques. 

111.4. 	VOIES DE TRANSFERT DES METAUX DU MILIEU VERS LES MOLLUSQUES 

FILTREURS. 

In 8itu~ il nlest apparu aucun appauvrissement en métaux 
(Cd, Pb, Cu, Zn) des fèces des Mollusques fi1treurs par rapport au 
seston ce qui aurait traduit une accumulation sélective chez ces orga
nismes. Chez les huîtres contaminées expérimentalement par Pb et Cu, 
les différentes techniques d'investigation (analyses globales, histo
cytologie, biochimie) mettent en évidence un certain effet de l'ingestion 
de nourriture contaminée mais une nette prépondérance du vecteur eau 
dans le transfert de ces deux métaux. 
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Le très faible transfert de Cu et, Pb des Algues à l'Huître 
montre que la fixation des métaux par le phytoplancton peut jouer un 
lIeffet de piège ll protégeant le Mollusque. L'hypothèse pourrait être 
étendue au seston pour d1autres métaux et d1autres espèces de filtreurs. 
Toutefo; s, dans notre étude en mil ieu sem; -f~rmé, nous ni avons pas observé 
d'influence significative des variations des populations phytoplancto
niques sur les teneurs en métaux des eaux des claires. Le taux d1éléments 
incorporés par le phytoplancton ne serait donc pas suffisant pour modifier 
la biodisponibilité des métaux à partir de l'eau (Forstner et Wittmann, 
1979, Jouany et al., 1985). Cependant Knauer et Martin (1973) ont relevé 
une correspondance entre une augmentation de la population de Diatomées 
et la décroissance des teneurs en cadmium dans lleau. Quoi qu'il en soit, 
nos résultats démontrent que la mise en évidence d'importantes concen
trations métalliques dans des Algues ou le ieston, ne saurait constituer 
un critère d'évaluation des risques encourus par les Mollusques. 

III.5. FORMES CHIMIQUES DE TRANSPORT ET DE STOCKAGE DU PLOMB ET DU CUIVRE. 

La présence de métallo-protéines ~ et dans certains cas de 
métallothionéines voisines de celles isolées chez les Mammifères, ont 
été signalées chez les moules (Noël-Lambot, 1976 ; George et al., 1979 
Marshall et Talbot, 1979 ; Frankenne et al.~ 1980 ; Carpène et al., 1980 
Viarengo et al., 1981; Kohler et Riisgard, 1982; Roesijadi et al., 1982; 

Nolan et Duke, 1983) et chez les huîtres (R~dlington et Fowler, 1979 ; 
Squibb et al., 1982 ; Cosson et Thomson, 1983 ; Sharma, 1983 ; Thomson et 
Cosson, 1984). Ces protéines sont généralement induites par une surcharge 
en cadmium du milieu où vivent ces Mollusqu~s filtreurs ; quelques expé
riences montrent une induction possible ou Jne fixation probable de Hg, 
de Zn et de Cu mais jamais de Pb sur ces protéines de faible poids 
moléculaire. Nous avons observé nous-même l'absence totale de plomb 
dans les fractions protéiniques extraites des huîtres contaminées par 
le plomb et le cuivre. Nous constatons au cqntraire une fixation importante 
du cuivre sur les protéines de faible poids!moléculaire (5000-8000 et 
2500-4000) lorsque la voie de contamination!est l'eau. Il est à noter 
que le poids moléculaire moyen du pic 1 (environ 6500) est identique 
à celui avancé par certains auteurs (In = Hynziker et Kagi, 1985) comme 
étant celui de la métallothionéine ou d'une!isométallothion'ine. De plus, 
'Iétude histocytologique nous a montré que a présence de cuivre est liée 

"".,JII !,." ,'1 i", 1; 1 l , 
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a celle de soufre dans les amoebocytes suggérant une complexation du 
cuivre par un ligand soufré; le fait que la liaison Cu-ligand est 
rompue à pH 2 suggère que le ligand est une protéine a haute teneur 
en soufre. Le fait que la protéine du pic j a un rapport 254 nm/28D nm 

élevé et qu'elle est thermorésistante, nous amène tout naturellement 
a penser avoir affaire à une métallothionéine. Toutefois des études 
complémentaires seraient nécessaires pour connaître la nature exacte 
de ces métalloprotéines. 

L'absence quasi-totale de lésions chez les Huîtres contaminées, 
même dans les conditions qui assurent l'assimilation la plus importante 
des deux métaux, s'explique ·par la bioaccumulation d'une fraction des 
toxiques dans des compartiments cellulaires qui les placent à l'écart 
des réactions du métabolisme général. Deux types de structure assurent 
ainsi une détoxication: les sphérocristaux et surtout les lysosomes. 

Le système lysosomal est bien connu pour accumuler des métaux 
excédentaires. Parmi les organes qui assimilent directement les métaux 
dissous dans l'eau, les cellules digestives ont été surtout étudiées ; 
la variété des ligands contenus dans les lysosomes des cellules digestives 
rend possible a priori la capture de tout métal pénétrant dans l'organite 
et c'est ainsi qu'on observe un stockage de métaux "durs ll (Pb2+) et de 
métaux "intermédiaires ll 

: Cd2+ (Jeantet et al., 1985), Cu2+. Pour le 
cuivre, la complexation que nous abservons chez 1 'Huître est identique 
à celle qui a été reconnue chez la Moule (Viarengo et al., 1981). Les 
lysosomes des cellules intestinales ont été peu étudiés a ce jour, alors 
qu'ils constituent pourtant des sites importants de bioaccumulation de 
métaux; leur présence confère a la paroi intestinale un rôle de barrière 
de diffusion aussi bien a l'égard de Cu et de Pb qu'a celui de Cd 
(Jeantet et al., 1985). Pour les branchies, il existe certainement de 
grandes différences spécifiques dans les réactions de l'organe aux métaux 
exogènes. Ainsi, chez l'Huître, ce sont les mêmes organites cellulaires 
(lysosomes) qui concentrent a la fois un métal dur (Pb) et deux métaux 
intermédiaires (Cu et Cd) ; chez la Moule en revanche, le stockage du 
plomb a lieu dans les lames basales (Marshall et Talbot, 1979). Parmi 
les organes d'épuration du sang, le rein a été souvent étudié et tous 
les auteurs s'accordent pour reconnaître, dans les lysosomes des cellules 
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de diverses espèces, une capacité de stockag~ de polluants métalliques 
(Carmichael et al., 1979 ; George, 1983 ; Jebntet et al., 1985). Pour les 
cellules à pores, le système lysosomal a été: décrit (voir Simkiss et Mason 

. .J 

1983) et il est connu pour accumuler des composés métalliques naturels 
(Martoja et.al., 1980, 1985). Nos résultats démontrent une incorporation 
intracellulaire des deux contaminants. 

les sphérocristaux ont été reconnus, dans d'autres groupes 
zoologiques (Insectes, Crustacés), comme des structures d'accumulation 
de métaux "toxiques", mais les données manqu~nt chez les Mollusques. 
Comme les lysosomes, le sphérocristaux peuvent, à priori, complexer 
des métaux très divers puisque leur organisation fait alterner des strates 
de ligands minéraux (phosphates, carbonates) et des strates de protéines. 
On peut donc admettre. sous réserve d'un examen ultérieur en microscopie 
électronique, que pour l'HuHre. le plomb est incorporé dans les strates 
minérales, le cuivre dans les strates protéiques. 

Quant aux structures d'accumulation des amoebocytes, leur 
identification nia pas été effectuée à ce jo~r. en raison de la disso
lution de leurs inclusions lors de la prépa~ation des échantillons 
destinés à l 1 examen ultrastructural (Pirie et al., 1984). Nous ignorons 
donc si ce sont les mêmes organites qui accumulent, dans des conditions 
naturelles, le phosphate de zinc et le compdsé indéterminé du cuivre. 
Cette lacune est d'autant plus regrettable qUe les amoebocytes constituent 
les cellules les plus importantes de comple~ation du plomb et du cuivre 
excédentaire, de même qu'elles sont les celllules principales d'immobili
sation du cadmium (Martoja et Martin, 1985).1 Pour le cuivre, des o~ser
vations analogues ont été faites par George let al., (1978) sur des Huîtres 
provenant d'un estuaire pollué. 

les données classiques de physiologie des Bivalves permettent 
d'envisager de la façon suivante le cycle des deux métaux dans l'organisme. 
le cuivre et le plomb dissous dans 1 leau de mer pénètrent dans l'organisme 
par plusieurs voies 

- un transit par l'épithélium branchial, ;avec immobilisation partielle 
dans les lysosomes, 

- une absorption par l'épithélium palléal interne, avec fncorporation 
dans les sphérocristaux, 

- un passage, par la bouche, dans la lumière du système digestif; il 
est suivi d'un transit avec immobilisation, :par les cellules intestinales 
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et par les cellules digestives des diverticules et d'une capture 
par les amoebocytes associés au tube digestif. 

La fraction des métaux qui n'est pas retenue dans les 
cellules absorbântes circule dans le sang dans des états chimiques 
inconnus ; les métaux peuvent être assimilés par toutes les catégories 
cellulaires, produisant ainsi une contamination diffuse. Leur passage, 
dans l'épithélium palléal externe, est suivi d'une immobilisation dans 
des sphérocristaux. Le rein excrète une faible partie des métaux 
circulants, alors que les cellules à pores assurent 1 1endocytose de 
complexes hémolymphatiques Cu-protéine et Pb-protéine. 

Dans le cas d'une contamination par la seule nourriture, 
les voies de pénétration des polluants sont évidemment moins nombreuses 
et réduites au transit par les cellules digestives, les amoebocytes 
et l'épithélium intestinal. La détection des deux métaux dans les 
cellules à pores démontre effectivement leur passage préalable dans le 
sang. 

A propos de ce cycle se pose la question de la place de 
la protéine de complexation du cuivre et celle de la permanence du 
stockage métallique. Nous en sommes évidemment réduits à des hypothèses. 
Il est probable que, comme c'est le cas général, tout tissu autre que 
le tissu musculaire réagit à 1 'intoxication par les métaux des groupes l B 
et II B de la classification périodique, par la synthèse d'une protéine 
de complexation soufrée de type métallothionéine. Les organes absorbant 
le cuivre (branchie, épithélium intestinal, cellules digestives des 
diverticules, amoebocytes) élaboreraient donc la protéine de complexation, 
qui serait ensuite concentrée dans le système lysosomal ; les lysosomes 
joueraient donc le rôle, comme chez un Insecte (Bouquegneau et al., 
1985) d'organites d'excrétion de la métallothionêine. Nous étendons 
donc à un ensemble d'organes, l'hypothèse de Viarengo et al., (1985) 
qui considèrent que les lysosomes de cellules digestives de la Moule 
accumulent une métallothionéine polymérisée. En ce qui concerne la 
permanence du stockage métallique, plusieurs cas sont à considérer. 
Il est certain que les cellules digestives rejettent leurs lysosomes 
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et que ce processus équivaut à une épuration; il n'est donc pas 
surprenant que, dans la même espèce, Zaroogian et al. (1979) aient 
constaté une décroissance de la teneur en plomb d'huftres contaminées 
et replacées en milieu non pollué. Les lysosomes du rein sont eux aussi 
soumis a extrusion. Mais nous ignorons tout de la permanence des 
structures d'accumulation des branchies, de l'intestin, des amoebocytes 
et des cellules à pores. Pour ces dernières, le fait que la teneur en 
fer augmente avec l'âge de l'animal (inédit) indique une durée de vie 
cellulaire très longue, sinon aussi longue que celle de l'animal ; 
dans ces conditions, 1 a rétention des méta.ux peut être consi dérée comme 
quasi définitive. Le cas des sphérocristaux de l'épithélium palléal est 
particulier. On sait en effet (voir Wilbur, 1972) que dans les zones 
d'accroissement de la coquille, les sphérocristaux sont dissous et 
leurs constituants réutilisés pour la synthèse des matériaux de la 
coquille. On peut donc prévoir que le cui~re soit complexé par la 
matrice organique de la coquille lors de sa synthèse par des cellules 
épithéliales, et que le plomb soit incorporé dans les cristaux de 
carbonate de calcium lors de la nucléation de la phase minérale. La 
coquille des huftres contaminées est donc.certainement chargée de 
plomb, comme celle de moules soumises au même type d'expérimentation 
(Sturesson, 1976). 

111.6. 	INFLUENCE DE LA FORME CHIMIQUE SUR!LA TOXICITE A L'EGARD DE 

L'HOMME. 

Le cuivre qui est présent a l~état diffus dans tous les 
tissus est vraisemblablement complexé par! les macromolécules protéiques. 
Une partie du métal est stocké sous forme: d'une protéine de complexation 
à haute teneur en soufre; la liaison entre lè cuivre et son ligand 
étant facilement rompue par abaissement du pH, il est certain que 
dans l'éventualité d'une ingestion d'Huftres contaminées, la digestion 
stomacale, qui se déroule a pH 1 en milieu chlorhydrique, rendrait 
le cuivre assimilable pour tout Vertébré dont 1 1 Homme. 

Pour le plomb, dont l'essentiel est stocké sous forme de 
phosphate, il est impossible de se prononcer sur une éventuelle Hbé
rati on du métal lors de l a di gesti on dl huftres contami nées. Il con
viendrait au préalable de déterminer la niature exacte du phosphate, 
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en particulier sli1 slagit, comme 11 hypothèse en a été àvancée pour 
la Moule, d'un sel mixte Ca-Pb (Marshall et Talbot, 1979). On notera 
simplement que les liaisons entre le plomb et les groupes phosphates 
sont plus fortes qu1entre le cuivre et les groupes sulfhydriles des 
protéines de complexation, et que, de ce fait, la libération du plomb 
est moins facile que celle du cuivre. 
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ETUDE DES MECANISMES DE TRANSFERT DES ELEMENTS METALLIQUES DANS LES CHAINES 

ALIMENTAIRES ABOUTISSANT AL' HUITRE ET A LA MOULE, MOLLUSQUES FILTREURS; 

FORMES CHIMIQUES DE STOCKAGE; CONSEQUENCES ECOTOXICOLOGIQUES. 

Résumé 

La première partie de ce rapport décrit une étude in situ qui a été 
réalisée en baie de Bourgneuf pendant plus de deux ans. Dans cette zone, les 
concentrations métalliques dans les Mollusques filtreurs sont généralement 
faibles comparées à celles déterminées dans d'autres sites de par le monde. 
Dans ces conditions, les caractéristiques de la bioaccumulation (fluctuations 
saisonnières et pluri-annuelles) et l'organotropisme peuvent être considérés 
dans une large mesure, comme la conséquence du métabolisme normal des éléments 
traces. 

Une analyse statistique des relations entre le type respiratoire des 
bacilles à Gram négatif marins et leur résistance au zinc et au cadmium, ou 
leur capacité d'accumulation du zinc a été réalisée sur 453 souches isolées 
mensuellement de l'eau et des nuîtres d'un parc ostréIcole de la baie de 
Bourgneuf pendant un cycle annuel. Une relation hautement significative a été 
mise en évidence entre le type respiratoire des souches et les deux caracté
ristiques toxicologiques. 

La deuxième partie rend compte d'études expérimentales sur le mode d'accu
mulation des métaux chez les Mollusques filtreurs à partir de l'eau ou de 
différentes nourritures. Pour le cuivre et le plomb chez l'Huître, la bioaccumu
lation a été étudiée en utilisant des techniques nombreuses et complémentaires 
afin d'évaluer les concentrations métalliques dans l'organisme entier ou dans 
des organes isolés, d'identifier les niveaux de métaux et leurs formes chimi
ques de stockage dans les cellules de différents tissus. 

La troisième partie est une discussion générale sur 

- la validité d'utiliser les Mollusques filtreurs comme indicateurs bio
logiques de pollutions métalliques; 

- la toxicité relative du cadmium, du cuivre et du zinc à l'égard des 
organismes marins; 

- les relations entre l'accumulation du cadmium et du zinc dans les 
Bactéries, leur tolérance aux métaux et leur type respiratoire; 

- les voies de transfert des métaux de l'environnement aux Mollusques 
filtreurs; 

- les formes chimiques de transport et de stockage du plomb et du cuivre; 

l'influence de la forme chimique des métaux dans les organismes marins 
sur leur toxicité à l'égard de l'Homme. 
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STUDY OF THE MECHANiSMS OF TRANSFER OF TRACE ELEMENTS IN THE FOOD CHAIN 

OF OYSTERS AND MUSSELS. ~ILTER-FEEDING MOLLUSCS; CHEMlCAL FORMS OF STORAGE; 

ECOTOXICOLOGlCAL CONSEQ~NCES. 

Abstract 

The first part of tiis report describes a field study which took place 'n 
the Bay of Bourgneuf durlng more than two years. In this area, the filter
feeding molluscs show me!lal concentrations which are generally low compared to 
those determined in othe worldwide sites. In these conditions, the characte 
istics of bioaccumulatio (seasonal and pluri-annual fluctuations) and organ 
tropism can be considered, to a large extent, as the consequence of the no 
metabolism of trace elemrnts. 

A statistical analY$is of relations between the respira tory type of 
Gram negative bacilli ana their resistance to zinc and cadmium, or their 
ability to concentrate zinc was carried out on 453 strains isolated monthly 
from seawater and oyster, of the Bay of Bourgneuf during an annual cycle. A 
highly significant relation is shown between the respiratory type and both t e 
toxicological characteristics. 

The second part giV~S an account of experimental studies about the 
patterns of accumulationiof metals in filter-feeding molluscs via water or 
via different kinds of fpod. For copper and lead in oysters, the bioaccumula ion 
was studied usingnumero~s and complementary techniques in order to evaluate the 
metal concentrations in ~he whole organisms or in separated organs, to ident fy 
the levels of metals and,. their chemical forms of storage in cells of differe t 
tissues. 

The third part is al 
i 

general discussion about : 

- the validity of using filter-feeding molluscs as biological indicator 
of metal pollutions; ! 

1 

- the comparative tbxicity of cadmium, copper and zinc to marine 
organisms; ! 

1 

- the relations bedween the accumulation of cadmium and zinc in bacteri , 
their tolerance to meta'lJs and their respiratory type; 

- the pathways of JetaIS from the environment to the filter-feeding 
molluscs; 

- the chemical forJs of transport and storage of lead and copper; 

- the influence of the chemical form of metals in marine organisms on 
their toxicity to man. 

l, l, l' '1 • '1 ,l,," l ,p;, !, , ; , ,1 'r'hJ' 




